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Physikalisch-chemische Untersuchungen iiber das Verhalten 
der Harnsaure und ihrer Salze in Losungen. 
Von 
Dr. Wilhelm His jun., a. 0. Professor an der Universitit Leipzig 


und 


Dr. Theodor Paul, a. 0. Professor an der Universitit Tiibingen. 


Mit einer Abbildung. 


Der Redaction zugegangen am 15. August 1900, 


1. Abhandlung: Die Léoslichkeit der Harnsaure und ihre elektro- 
lytische Dissociation in reinem Wasser. 


(Inhaltsiibersicht: Zweck und Ziele dieser Untersuchungen. — 
\lIigemeines tiber die Dissociations- und LoOshehkeitsverhiiltnisse der Harn- 


siiure in wiisseriger Losung. — Aeltere Loslichkeitsbestimmungen. — 
lnsere LOslichkeitsversuche. — Versuchsanordnung. — Herstellung reinen 
Wassers. — Versuchsergebnisse. — Bestimmung der elektrischen Leit- 


lihigkeit wiisseriger HarnsiiurelOsungen. — Versuchsanordnung. — Versuchs- 


ergebnisse. — Berechnung der Affinititsconstante der Harnsiure. — 
Zersetzunge der Harnsiiure in wiisseriger Losung. Schlussfolgerungen.) 


1. Zweck und Ziele dieser Untersuchungen. 

Die Chemie der Harnsiiure ist) seit) ihrer Entdeckung 
durch Karl Wilhelm Scheele im Jahre 1776 Gegenstand 
zahilreicher Untersuchungen gewesen. Durch die ungemein er- 
lolgreichen Arbeiten Emil Fischer's!) hat dieselbe eine so 
eewaltige Foérderung erfahren, dass dieser KOrper gegenwartig 
mit zu den bestgekannten Verbindungen gehort. Wie zu er- 
warten war, sind diese Errungenschaften fiir die Physiologie 
des Stoffwechsels von grossem Nutzen gewesen und haben im 
hohen Grade anregend auf das Studium der Svnthese der Harn- 
inure und ihrer Abkémmlinge im ThierkOrper gewirkt. Im 


1) Emil Fischer. Synthesen in der Puringruppe. Berichte d. 


deutsch. chem. Gesellschaft 52, 435 (1899). 


H ppe-Se¢ yler’s Zeitschrift f. phystol. Chemie 9.9.07 
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Gegensatz zu diesen Fortschritten ist das physikalisch-chemische 
Verhalten der Harnsiiure und threr Salze verhiiltnissmiissig 
wenlg bearbeitet worden und bis in die neueste Zeit hat man 
sich im Allgemeinen mit den Beobachtungen begniigt, die Wohler 
und Liebig und deren Schiller bei ihren Untersuchungen iiber 
das chemische Verhalten gemacht haben und welche von spiiteren 
Forschern nur ungeniigend ergiinzt worden sind. Dieser Um- 
stand ist vielleicht auf die vielfach verbreitete Ansicht zuriick- 
zufiihren, dass das physikalisch-chemische V erhalten eines Kérpers 
und seiner Verbindungen ohne Weiteres gegeben sei, wenn 
seine chemische Zusammensetzung mit Sicherheit bekannt ist. 
Diese Ansicht beruht aber auf einem Irrthum. Durch die Auf- 
kliirung der chemischen Constitution der Harnsiiure sind wir noch 
nicht in der Lage, Niiheres tiber thr Verhalten zu Siiuren, Basen, 
Salzen und anderen Korpern und tiber die dabei auftretenden 
Gleichgewichte auszusagen. Diese Gleichgewichte sind aber 
von grosster Bedeutung, wenn es sich darum handelt, die Be- 
dingungen festzustellen, unter denen z. B. die Harnsiiure in 
den Korperfliissigkeiten als solche oder in der Form von Salzen 
zur Abscheidung gelangt oder gel6st bleibt. Wiihrend uns also 
die organische Chemie dariiber aufkliirt, wie die Harnsiiure 
im Organismus gebildet und in andere KOrper verwandelt wird, 
gibt die physikalische Chemie dariiber Auskunft, wie sich die ge- 
bildete Harnsiiure im Korper verhiilt. Zur Beantwortung der fir 
die Physiologie und Therapie gleich wichtigen Frage: Welche 
Rolle spielt’ die) Harnsiiture im thierischen Korper? ist dem- 
nach das Studium beider Arten chemischer Forschung nothig. 

Durch die Fortschritte der physikalischen Chemie in der 
neueren Zeit ist unsere Kenntniss der Stoffe im = gelésten Zu- 
stande in vollkommen neue Bahnen gelenkt worden. Die Ar- 
beiten vant Hoff's, Ostwald’s, Arrhenius’, Nernst’s und 
Anderer haben uns nicht nur die Gesetzmiissigkeiten solcher 
Losungen kennen gelehrt, welche nur einen Stoff enthalten, 
sondern uns auch die Mittel und Wege an die Hand gegeben, 
die Gleichgewichte in Lésungen zu bestimmen, welche zwe! 
und mehr Korper gleichzeitig enthalten. Es lag daher nahe, 
Hiilfsmittel auf das Studium der Harnsiiure 


diese modernen 























anzuwenden, wenn auch gewisse Kigenschaften derselben wie 
z. B. die ausserordentliche Schwerléslichkeit in Wasser, der 
Charakter als mehrbasische Siiure, das Auftreten  colloider 
Losungen und die damit verbundenen Uebersiittigungserschei- 
nungen schon in rein wiisserigen LOsungen grosse Schwierigkeiten 
bei den theoretischen Betrachtungen und bei der experimen- 
tellen Durchfitihrung voraussehen liessen. Andererseits sind wir 
aber tiberzeugt, dass die zahllosen Widerspriiche, denen man 
in der physiologisch-chemischen Litteratur Uber das Verhalten 
der Harnsiiture und ihrer Salze begegnet, zur Zeit nur mit 
Hiilte der modernen physikalisch-chemischen Methoden  be- 
seitigt werden kénnen, und dass eine auf diesen Grundlagen 
exact durchgeftihrte Experimentaluntersuchung auch zur Losung 
anderer wichtiger physiologisch-chemischer Fragen, wie z. b. der 
Aciditiit des Magensaftes, der Alkalescenz des Blutes u.s. w., bei- 
tragen wird. In der vorliegenden Arbeit haben wir uns zuniichst 
nur auf das Verhalten der Harnsiiture in wiisseriger LOsung 
beschrankt und uns bemiuht, die physikalisech-chemischen Con- 
stanten mit moéglichster Sorgfalt festzustellen, da diese fiir die 
weiteren Betrachtungen von grundlegender Bedeutung sind. Es 
sel gleich an dieser Stelle bemerkt, dass wir uns nicht damit 
begniigt haben, ein Praparat zu untersuchen, sondern drei 
Priiparate verschiedener Provenienz benutzten. Dieser Um- 
stand kommt bei den Loslichkeitsversuchen und der Bestim- 
mung der elektrischen Leitfihigkeit der wiisserigen LoOsungen 
besonders in Betracht, da in diesem Falle auch sehr geringe 
Verunreinigungen, die bet anderen Untersuchungen ohne jeden 
Kinfluss sind, bedeutende Fehler zur Folge haben. 

Ks kamen folgende Priiparate zur Verwendung: 

1. Reine Harnsiiure von E. Merck. Weisses Pulver mit 
einem Stich ins Griinliche, gleichmiissig in rhombischen Tiifel- 
chen krystallisirt. Mit geringem, aber nicht wagbaren Riick- 
stand verbrennlich. 

2. Reine Harnsiiture von C, A. FE. Kahlbaum. Weisses 
krystallinisches Pulver mit einem Stich ins Gelbliche. Ohne 
wigharen Ruckstand verbrennlich. 

3. Priparat eigener Darstellung. Primiéres harnsaures 
{* 
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Kalium wurde mit Salzsiiure zersetzt, die ausgeschiedene Harn- 
siiure nach dem Auswaschen in wiisseriger Lithitumearbonat- 
losung gelOst und durch Salzsiiure wiederum gefallt. Blendend 
weisses Krystallpulver. Ohne jeden Riickstand verbrennlich. 
Der Harnsiure von der empirischen Zusammensetzung 
C.H,N,O, gab Medicus die Constitutionsformel : 
i—_N—C=0 


H—N—C—NH” 
welche auch nach Emil Fischer's!) Auffassung der beste 
Ausdruck fiir thr chemisches Verhalten ist. Mit dieser Forme! 
sleichberechtigt halt Emil Fischer die tautomere Form: 


N—C—On 
HO—C. CNH 
| || SC—OH 
VCs 


Nach ihm -existiren méglicher Weise sogar beide tau- 
tomere Formen: denn es ist bekannt, dass die aus den Salzen 
In der Wilte in Freiheit gesetzte, amorphe Siiure etwas andere 
Kigenschatten besitzt. als die beim Kochen oder bei lingerem 
Stehen gebildete krystallinische Form>.?) Weder aus der einen 
noch anderen Formel lésst sich mit Sicherheit ersehen, wieviel- 
basisch die Harnsiiure ist. Im Allgemeinen verhiilt) sie sich 
wie ele schwache zweibasische Siiure, deren secundire 
Alkali- und Erdalkalisalze in) wiisseriger Losung stark hydro- 
Ivtisch gespalten) sind. Welche Wasserstoffatome bei der 
elektrolvtischen Dissociation der Sadure abgespalten werden 
hez. welche Constitutionsformel die Tonen der Salze haben, 
liisst sich zur Zeit nicht feststellen. Die Beantwortung der Frage, 
ob die Harnsiiure in stark alkalischer LOsung auch drei- oder 
sogar vierwerthige Anionen zu bilden vermag d. h. als drel- 
bez. vierbasische Siiure zu funectioniren im Stande ist, soll 
spiiteren) Untersuchungen vorbehalten bleiben. 

Ee S. 447. 
2) Vergleiche hermit die auf Seite 6 vorliegender Abhandlung 


stehenden Angaben tiber den Einfluss der phvsikalischen Beschafienhet! 


‘nkelt. 














2. Allgemeines tuber die Dissociations- und Léslichkeitsverhaltnisse 
der Harnsaure in wasseriger Losung. 

In folgenden Betrachtungen wollen wir die Annahme 
machen, dass die Harnsiiure zweibasisch sei. Schiittelt’ man 
Harnsiure mit reinem Wasser, bis eine gesiittigte Losung ent- 
standen ist, so lasst sich die Constitution dieser Aufschwemmung 
durch tolgendes Schema ausdriicken: 


Schema fiir die stufenweise elektrolytische Dissociation 
der Harnsdure in iidsseriger Lésung. 


e) C,H,N,O, H i 


(c) CgH,N,O, H (d) 


b) C,H,N,O, 
” mac ure 
In diesem Schema bedeutet: 
(a) Die am Boden legende feste Harnsiiure.! 
(b) Die gelisten nichtdissociirten Harnsiiuremolekeln. 
(c) Die negativen primiiren Harnsiiure-lonen. 
(d) Die auf der ersten’ Dissociationsstufe gebildeten  positiven 
Wasserstoff-lonen. 

fe) Die negativen, secundiiren Harnsiéiure-lonen. 

({) Die auf der zweiten Dissociationsstufe gebildeten positiven 
Wasserstoff-lonen. 

Wie alle Siiuren gehért die Harnsiiure zu denjenigen 
Klektrolyten, welche in wiisseriger Losung Wasserstofl-lonen 
abspalten und, da sie eine zweibasische Siure ist, konnen 
zwei Atome Wasserstofi nacheinander in den lonenzustand 
libergehen. Die elektrolytische Dissociation der in’ Losung 
befindlichen Harnsiiuremolekeln C.H,N,O, (bj) geht) demnach 
<tufenweise in der Weise vor sich, dass zuniichst negative 
primiire Harnsdure-lonen (CjH,N,O,-lonen) (¢) und positive 
Wasserstoff-Ionen (H-lonen) (d) gebildet werden und dass— in 
zweiter Linie aus diesen negativen primiiren Harnsiiure-Ionen (¢) 


1) Feste KOrper, wie die am Boden der Losung liegende feste Harnsiiure, 
welche am chemischen Gleichgewicht in der LOsung nicht mit ihrer ganzen 
Masse Theil nehmen, bezeichnet man in der physikalischen Chemie allgemein 
als «Bodenkérper». Auch hier soll diese Bezeichnung gebraucht werden. 
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negative secundiire Harnsiiure-lonen (CJH,N,O,-lonen) (e) und 
wiederum positive Wasserstoff-Ionen (f) entstehen. Die Bildung 
secundirer Siiure-lonen ist bei schwachen zweibasischen Siituren 
In rein witsseriger LOsung nur iiusserst gering, sie findet 
in erheblicher Weise nur bel Gegenwart starker Basen statt 
und kann fiir die folgenden Betrachtungen vollkommen_ ver- 
nachlissigt werden. 

Die Concentration der Stoffe b. ed, e und f in der Losung 
wird durch bestimmte Gleichgewichte geregelt. Zwischen der 
am Boden liegenden festen Harnsiure a und der nicht disso- 
clirten Siture b besteht insofern ein Gleichgewicht, als die Con- 
centration der letzteren bet einer bestimmten Temperatur ein 
eewisses Maximum (LOshichkeitsmaximum) nicht Gberschreiten 
kann. Nach den Gesetzen der Loslichkeit ist hierbet die Menge 
der festen Siiure ohne Eintluss: fir den bestehenden Gleich- 
gewichtszustand geniigt es, dass tiberhaupt feste Sidure  an- 
wesend ist. Dagegen ist ihre physikalische Beschaffenheit von 
erosstem Eimfluss. Die Loslichkeit einer Substanz kann ganz 
verschieden sein, je nachdem der feste Bodenkorper krystallinisch 
oder amorph, wassertrei oder krystallwasserhaltig ist. Den ver- 
schiedenen Hydraten kommt ebenfalls eine verschiedene Loslich- 
keit zat) Ja, auch wenn dieselbe Krystallform yorliegt, kann 
die Loslichkeit) verschiedene Werthe annehmen, da im All- 
gemeinen kleine Krystalle leichter lOslich sind als grosse. Fur 
die Bestimmung der Loslichkeit der Harnsiiture in Wasser. ist 
eine genaue Kenntniss dieser Verhiiltnisse sehr wichtig.  Be- 
sonders zwischen der Loslichkeit amorpher und krystallinischer 
Stoffe besteht ein grosser Unterschied. Amorphen Korpern 
kommt tiberhaupt keine bestimmte Loslichkeit zu, wenn sie 
sogenannte colloide Lo6sungen bilden. Doch wenn dies auch 
nicht der Fall ist, ist ihre Loslichkeit immer bedeutend grosser, 
als die der entsprechenden krystallinischen Verbindungen. Die 
Harnsiiure neigt im Allgemeinen nicht dazu, amorph aufzu- 
treten, denn die frisch gefiillte Harnsiiure zeigt bei der mikro- 
skopischen Untersuchung fast ausnahmslos sogleich die charak- 

1) Vergl W. Ostwald, Die wissenschaftlichen Grundlagen der 
analytischen Chemie, 2. Aufl., Leipzig 1897, Seite 22 u. 41. 








teristischen Krystallformen. Unter gewissen Umstiinden, wobei 
die Anwesenheit anderer  organischer Stoffe einen” Einfluss 
zu haben scheint, wurde aber auch das Auftreten amor- 
pher Formen  beobachtet. Ferner ist) die Bildung eines 
krystallisirten Hydrates C N,H,O, -+- 2.0) friiher eimmal be- 
hauptet worden.!) Fur unsere Zwecke kommt fast ausschliess- 
lich die Loslichkeit der krystallinischen Harnsiure in Betracht, 
da nur diese die bet Bertihrung mit Wasser bestiindige Form 
darstellt. Die amorphe Siiure muss im Laufe der Zeit) unter 
allen Umstiinden in die krystallinische Form tibergehen. Die 
Moglichkeit ihres voriibergehenden Auftretens und die dadurch 
hervorgerufenen Uebersiittigungserscheinungen sind aber bei 
Beurtheilung der thatsiichlichen Verhiiltnisse stets in) Betracht 
zu ziehen. 

Das Gleichgewicht zwischen den nicht dissoctirten Harn- 
siiuremolekeln einerseits und den primiiren Harnsiiure-lonen und 
Wasserstoff-lonen andererseits wird durch die Ostwald sche 
Gleichung geregelt: 

ed = bk, 
wo b die Concentration der nicht dissociirten Harnsiture, doh. die 
Anzahl der in der Volumeinheit enthaltenen Molekeln ist, ¢ und d 
diejenigen der primiiren Harnsiiure-lonen und Wasserstoff-lonen 
sind. k bedeutet eine Constante, die nach W. Ostwald 
so genannte Affinitiitsgrésse, Affinitiitts- oder  Dissociations- 
constante,?) welche fiir jede Siéure  specifisch ist} und im 
Allgemeinen einen von der Concentration der wiisserigen 
Losung und der Anwesenheit anderer Siiuren unabhiingigen 
Werth besitzt. Diese Affinitiitsconstante wurde von W. Ost- 
wald fiir eine grosse Reihe von Siiuren?) experimentell bestimunt 
— fiir die Harnsiiure wurde sie bisher noch nicht ermittelt —, 
da sie fiir das Verhalten und die Reactionsfihigkeit der Sauren 
von grosster Wichtigkeit ist. Auch die Aufl6sung schwer loslicher 


Siiuren in Basen und die Ausfillung derselben aus thren Salzen 


1) Fritzsche, Journal fiir prakt. Chemie 17, 56 und Annalen 
der Pharmacie 32, 315 (1839). 

2) W. Ostwald. Zeitschrift fir physikalische Chemie 3, 170 (1889). 

3) Tbid. 
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mittelst stiérkerer Siiuren werden durch diese Grosse geregelt. 
Die secundire Dissociation der Harnsdure, d. h. der Zerfall der 
primaren Harnsiaiure-lonen (¢c) in secundiire Harnsiiure-lonen 
(ce) und Wasserstoff-lonen, ist wegen der Concentration der 
bereits vorhandenen, bet der primiiren Dissociation entstandenen 
Wiasserstof-lonen im vorliegenden Falle so gering, dass. sie, 
wie schon oben bemerkt wurde, vernachliissigt werden kann, 
Fir diesen secundiiren Dissociationsvorgang besteht aber eine 
dem primiiren ganz analoge Dissociationsgleichung, nur ist die 
entsprechende  Dissociationsconstante, wie bei allen zwel- 
basischen Sduren, bedeutend kleiner als) bei der  primiren 
Dissociation. Der Hinweis auf das Bestehen dieser Dissociations- 
sleichung ist aber deshalb von Bedeutung, weil sie fur die 
Neulralisationsvorgiinge der Harnsiiure von entscheidender 
Wichtigkeit ist. In diesem Falle wird die Concentration der 
Wasserstofi-lonen sehr gering und die Folge davon ist, dass, 
da die Gleichunge unter allen Umstiinden erfiilit werden muss, 
die Concentration der secundiiren Harnsiiure-lonen (e) sehr 
gross wird, d. h. die Bildung eines secundiiren Salzes beginnt. 
Auch der Grad der Hydrolyse der secundiren harnsauren 
Salze wird durch diesen Vorgang geregelt. 

Aus diesen Betrachtungen geht hervor, dass fiir das 
Verhalten der Harnsiiure in wiisseriger Losung vor Allem die 
Bestimmung der Loslichkeit und der Affinitaéitsconstanten von 
Wichtigkert ist. Ueber diese soll in den folgenden Abschnitten 
berichtel werden. 


3. Loslichkeitsbestimmung der Harnsaure im Wasser. 


Aeltere Bestimmungen., 


Bevor wir auf die eigenen Versuche eingehen, selen 
zuniichst die in der Litteratur verzeichneten Loéslichkeitsangaben 
erwiahnt, sowelt ste uns zuginglich waren. 

Die iiltesten Bestimmungen tiber die Loslichkeit der 
Harnsiiure weichen recht erheblich von einander ab. Prout 
und Mitscherlich fanden fiir kaltes Wasser iibereinstimmend 









9 


das Verhaltniss 1: 10000, Henry dagegen 1: 1720 in kaltem 
und 1:1400 in kochendem Wasser (citirt nach Berzelius, 
Lehrbuch der Chemie, iibersetzt von Wohler. 3. Aufl. (1840), 
Bd. IX, S. 409 {f.). Diejenige Loéslichkeitsbestimmung, die 
lange Jahre hindurch als die zuverliissigste gegolten hat, wurde 
von A. Bensch!) im Liebig’schen Laboratorium zu Giessen 
ausgefthrt. Reine, aus primiirem  harnsaurem Kalium mit 
Salzsiiure gefiillte Harnsiure wurde mit heissem Wasser gut 
ausgewaschen, dann in einem Kolben eine halbe Stunde  hin- 
durch mit Wasser gekocht, wobei noch Harnsiure ungelost 
blieb, die Fliissigkeit durch ein heisses Filter, das zuvor 
mit heissem Wasser ausgewaschen war, filtrirt, das Filtrat 
In einem gut schliessenden St6pselglase gewogen und = im 
Wasserbade abgedampft. Der Riickstand, der bei 110° vollig 
getrocknet wurde, betrug 

ber 109,20 ¢ der heissen Flissigkeit 0.0585 ¢ 

> [OU P0O OOOO » 

Daraus berechnete Bensch, dass die Harnsiiure L800 bis 
1900 Theile siedendes Wasser zur Aufl6sung brauche. 

Zur Bestimmung der Loshehkeit ta kaltem Wasser wurde 
die gewaschene Harnsiure mit Wasser gekocht und die 
Fliissigkeit, nachdem sie acht Tage bei einer Temperatur von 
20° gestanden hatte, abfiltrirt. 

110.91 ¢ Fliissigkeit enthielten 0.0075) g Harnsiiure 
110.91 » OOO7T2ZD » 

Danach lost sich 1 Theil Harnsiiure in) 14800--15300 
Theilen Wasser von 20°. 

Im Jahre 1888 sahen sich Behrend und Roosen?) 
veranlasst, die Loslichkeit der Harnsiiure nochmals zu be- 
stimmen, weil die von Benseh gefundene Loslichkeit) von 
derjenigen abwich, welche sie bei einer synthetisch dargestellten 
Siure beobachtet hatten. Das von ihnen eingeschlagene Ver- 
fahren beschreiben sie folgendermaassen: Natiirliche und syn- 
thetische Harnsiiure wurden in heissem Wasser gleichzeitig 
unter genau gleichen Umstinden gelést. Die Temperatur des 


1’ Annalen der Chemie und Pharmacie 54, 189 (1845). 
2; Annalen der Chemie und Pharmacie 251, 250 (1889 
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letzteren betrug am Tage nach der Losung 27°. Nach acht- 
tiigigem Stehen (Temperatur des Wassers 18,5°) wurde vom 
Ungelosten abfiltrirt und je 200 com. der Losung in emer 
Platinschaale verdampft. Der Riickstand wurde bei 110° 
getrocknet und gewogen. 

Kin erster Versuch, bei dem Gefiisse aus gewohnlichem 
Glas benutzt wurden, ergub folgende Loslichkeitsverhéltnisse: 

Natiirliche HarnsdAure ..... +. + 1:5799 
synthetische Harnsiiture ...... 1:6185 

Als aber Gefiisse aus bestem boOhmischen Glase und 
Wasser, welches aus solchen nochmals destillirt war, verwendet 
wurden, hinterliessen: 

200 com. Losung 0.0199 © natiirliche Harnsiiure. 

POO Cem. OO198 ¢ synthetische Harnsiiure. 
Daraus berechnet sich die Loshehkeit in Wasser von 18.5” 
der natirlichen Harnsiiure zu...) Lb: 10050. 
der synthetischen Harnsiiture zu. . 1: LOL00. 

Diese Bestimmungsmethode ist nach den Erfabrungen 
anderer Autoren nicht ganz eimwandfret. 

Schon 1875 hatte Magnier de la Source?) darauf hin- 
gewiesen, dass die Harnsiiure in wiisseriger Losung allmiihlich 
zersetzt wird, und dass ihre Loéslichkeit je nach den Versuchs- 
bedingungern ino weiten Grenzen schwankt. Diese Arbeit. ist 
trotz ihres wichtigen Inhaltes wenig beachtet worden und er- 
fordert daher an dieser Stelle eime etwas austtihrlichere Be- 
sprechung, 

Magnier de la Source kommt zu folgenden Resultaten: 

l. Der Loslichkeitscoefficient der Harnsiure ist nicht nur 
eine Function der Endtemperatur, sondern auch der Maximal- 
temperatur, welche das Gemisch von Wasser und Harn- 
siiure zu irgend einer Zeit erreicht hat. So fand er, dass der 
Loslichkeitscoefficient unter verschiedenen nicht naher be- 
schriebenen Versuchsbedingungen fiir 15° zwischen 1: 1500 und 
1: 19000. lag. 

2. Bei einer kaltgesiittigten Harnsaiurelosung tst der Los- 


] 


1) Action de Veau sur lacide urique. Bullet. de la Société 


chimique, 23, S. 483 (1875). 
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lichkeitscoefficient eine Function der Zeit, wiihrend welcher 
der Contact stattgefunden hat. Er wurde z. B. 36 Stunden 
nach dem Ansetzen der Lésung zu 1: 30000 und nach 6 Tagen 
zu 1:12000 gefunden. 

Ferner fand er, dass aus 100cem. einer alkalischen Losung 
von harnsaurem Kalium, welche 1 @ Harnsiiture im Liter ent- 
hielt, am Tage der Bereitung nach Zusatz von 2 eer. Salz- 
siture O.09% @ Harnsiiure ausfielen. Darnach blieben in LOO cem. 
des Filtrates 0.006 @ Harnsiiure gelOst, und 100 cem. der 
alkalischen Lo6sung auf 600 cem. verdiinnt und mit 12) cem. 
Salzsiiture versetzt sollten) O,1—0O,036 —= 0,064 g@ Harnsiiure 
geben. Statt dessen fiel nur eine unwiigbare Menge schoner 
tetraedrischer Krystalle aus. Jene L6sung von harnsaurem hall 
blieb im verschlossenen Gefiiss stehen. 

Nach 11 Tagen gaben 100 cem. mit 2 cei. Salzsiiure 
nur 0.0470 ¢ Harnsiiure. 
Nach 25 Tagen gaben 100 ccm. mit 2 cem. Salzsiiure 
keinen Niederschlag. 

Der Rest der Fliissigkeit gab mit Essigsiiure genau neu- 
tralisirt einen reichlichen, weissen, kiisigen Niederschlag, der 
In Uberschiissiger Essigsiiture und Kali loslich war und sich an 
der Luft violett fiirbte. Um dieses Zersetzungsprodukt genauer 
kennen zu lernen, loste Magnier 8 @ Harnsiiure mittelst Gber- 
schiissigen Kalis in 2 Litern Wasser, erwirmte 30° Stunden 
unter Luftabschluss auf 100°, wobei reichlich Ammoniak ent- 
wich. Beim Neutralisiren mit Essigsiiure fiel unter Entwetchen 
von Kohlensiiture wieder ein) voluminoser Niederschlag aus, 
der, unter Luftabschluss gesammelt und ausgewaschen, bei Be- 
rihrung mit Luft dieselbe schéne violette Farbe annahm, wie 
isoalloxansaures Kalium. Wegen dieser charakteristischen 
Reaction und der fast absoluten Unloslichkeit) des primiiren 
Kaliumsalzes in Wasser schien es nicht zweifelhaft zu seim, 
dass der Niederschlag aus dialursaurem Kalium bestand. Der 
Zerfall der Harnsiiure sollte unter Aufnahme von Wasser nach 
folgender Gleichung vor sich gehen: 

C.H,N,O, + 2H,O CON,H, -+ C€,H,N,O, 
Harnstoff 


Harnsiiure Dialursiiure. 
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Der gebildete Harnstoff zerfiel in Ammoniak und Kohlen- 
suure, 

Dieselbe Zersetzung wurde durch Einwirkung von reinem 
Wasser auf Harnsiure herbeizufiihren versucht. In 300 ccm. 
Wasser wurden unter Abschluss der Luft 0,216 ¢@ Harnsaure 
gelOst und 50 Stunden lang auf 100° erwiirmt. Nach dieser 
Zeit war die Harnsiiure verschwunden: die Anfangs gegen 
Lackmus vollkommen neutrale Fliissigkeit reagirte deutlich 
sauer. Wihrend des Erhitzens war Jangsam, aber anhaltend 
Ammoniak entwichen. Einige Tropfen dieser Fliissigkeit hinter- 
liessen) beim Verdampfen mikroskopisch gut erkennbare Te- 
traéder, untermischt mit langen feinen Nadeln, die in Alkohol 
unloslich waren. Andererseits gab die LOsung nach dem Neu- 
tralisiren mit Kali einen leichten Niederschlag, der sich an der 
Luft fiirbte. Die Nadeln wurden deshalb als krystallisirte 
Dialursiiture angesprochen. Die Tetraeder, welche fast den 
ganzen Riickstand ausmachten, ihnelten denjenigen vollstiandig, 
die bet der Fillung von Harnsiiure aus sehr verdiinnten Losungen 
beobachtet werden. Magnier hilt sie fiir ein Hydrat der Harn- 
siiure und identisch mit der von Stiideler beschriebenen 
Uroxansiiure. Diese ist im Wasser léslicher wie die Harn- 
siiure. Magnier fasst seine Resultate in folgenden Siatzen zu- 
suammen: 

1. Harnsiiure hat in sehr verdiinnten LOsungen einen 
veriinderlichen Losungscoefficienten, der um so hoher ist, je 
verdiinnter die Losune. 

2. Diese Zunahme der Léshichkeit beruht auf der Bildung 
eines leichter loslichen Hydrates (Uroxansiiure) und auf dem 
Zerfall der Harnsiiure in Harnstoff und Dialursiiure, welch letztere 
dureh die Schwerléslichkeit ihres Kalisalzes und dessen Ejigen- 
schaft, in Isoalloxanat tiberzugehen, charakterisirt ist. 

Zu dieser im zweiten Satze gegebenen Erklirung set be- 
merkt, dass der Uebergang der Harnsiiure in ein leichter l6s- 
liches Hydrat sehr unwahrscheinlich ist und dass die Uroxan- 
siiure Stiideler’s von Strecker!) als ein Oxydationsprodukt 


1) Annalen der Pharmacie und Chemie, 8. 155, 177. 
















































der Harnsiiure charakterisirt worden ist, welche nach der 
Gleichung entsteht: 

C,H,N,O, + 2H,O + O = C,H,N,0,. 

Harnsiiure Uroxansiiure 

Stiideler hatte die Uroxansiiure nur als ein Additions- 
produkt von Harnsiure und Wasser aufgefasst. 

Zu ganz iihnlichen Ergebnissen in Bezug auf die leichte 
Zersetzlichkeit der Harnsiiure in wiisseriger LOsung kamen 
Blarez und Denigés.!) In einer Vorarbeit hatten sie er- 
mittelt (ibid. Seite 789), dass die Harnsiiure und thre Salze 
auf kaltem Wege durch Titriren mit Kaliumpermanganat be- 
stimmt werden kOnnen, vorausgesetzt, dass: 

1. Die Concentration der Harnsiture das Verhiltniss 

1: S000 nicht tiberschreitet: 
2. die Menge der Harnsiiure unter O,1 g liegt: 


= 


3. 3. ¢ Schwetelsiure (auf 200 com. Fliissigkeit) zu- 


vesetzt werden: 


Ne 
. 


zuvor die Menge Kallumpermanganat ermittelt) wird, 
die erforderlich ist, um das angewandte Wasser roth zu 
fiirben. 

Unter diesen Bedingungen wird nach Angabe der Autoren 
f ecm. 10 Kaliumpermanganatlosung durch O,0074 g Harn- 
siiure entfiirbt. Wir haben ebenfalls eine grosse Reihe von 
Titrirversuchen unter Einhaltung dieser Vorschriften und auch 
in anderer Weise angestellt, welche zu keinem befriedigenden 
Resultate fiihrten. Ueber diesen Punkt soll spiiter ausfithrlicher 
die Rede sein. 

Mittelst dieser Methode bestimmten Blarez und Denigeés 
den Harnsiiuregehalt von Losungen und kamen dabet zu folgen- 
den Ergebnissen: 

1. Die Bestimmung der Loslichkeit von Harnsiiure in 
Losungen, die bei Siedetemperatur gesittigt und bis zur ge- 
wiinschten Temperatur in Gegenwart krystallisirter Siiure ab- 
gekiihlt werden, gibt ungenaue HResultate wegen der grossen 
Leichtigkeit, mit der die Losungen iibersittigt bleiben, und mit 


1) Compt. rend., 104. 1847 (1887). 











der bei hohen Temperaturen Hydratationsprodukte der Harn- 
siure entstehen, die sehr viel Kaliumpermanganat verbrauchen. 
Daher missen fiir gleiche Mengen Harnsiiure, je nach der 
Schnelligkeit des Erkaltens, ganz verschiedene Mengen Kalium- 
permanganat angewendet werden. 

So wurde, wenn die Dauer des Erkaltens von 100° aut 
10° zwischen einer halben Stunde und 6 Tagen schwankte, 
von einer und derselben Harnsiiureldsung (100 ccm.) Kalium- 
permanganat entsprechend 3,9 bis 5,6mg Harnsiiure verbraucht. 

Dagegen waren die Zahlen constant, wenn die LOosungen 
bei der gewiinschten Temperatur unter hiiufigem Schiitteln be- 
reitet wurden, vorausgesetzt, dass die Beriihrung, namentlich 
bei hoheren Temperaturen, eine gewisse Zeit nicht tberschritt. 
So verbrauchten 100 cem. einer LOsung bet einer Berthrungs- 
dauer von 2 Stunden bis 4 Tagen stets dieselbe Menge Kalium- 
permanganat entsprechend 3,7 mg Harnsiiure und erst nach 
6 Tagen entsprechend 3.8 mg. Ferner’ stellten Blarez und 
Deniges fest, dass ber 10° die Siittigung der LOsungen schon 
in sehr kurzer Zeit erfolet. Ste ordneten ihre Versuche in 
foleender Weise an: ein rascher Strom feuchter Luft, die bet 
der traghichen) Temperatur) mit Wasserdampf gesittigt war, 
strich durch eine Reithe von Flaschen, die in einem Thermo- 
staten standen und deren jede 250 com. Wasser und 1 g 
chemisch veiner Harnsiiure enthielt. Von 4 zu 4 Stunden 
wurde eine Flasche herausgenommen, LOQO—200 ccm. durch 
ein besonderes mit Papiermehl praparirtes Filter filtrirt und 
mit tioo oder 410 KalltumpermanganatlOsung unter Einhaltung 
der oben erwiihnten VorsichtsmassregelIn= titrirt. 

Wurde die Temperatur) als) Abscisse, die Zahl der in 
100) cem. gel6sten Milligramme Harnsiure als Ordinate auft- 
cetragen, so ergab sich eine Loslichkeitscurve, die durch die 
Gleichung dargestellt werden konnte : 

x = 2 + O1d5t + 0,0020 t2 + 0,000025 t3. 

Die Uebereinstimmung dieser Curve mit den thatsachlich 

beobachteten Daten ist aus folgender Tabelle ersichtlich. 



































Milligramme Harnsiure in 100 cem. gelist 


Temperatur : gefunden: berechnet: 
O' 2 2 
10° Te 3,7 
20° 6} 6 
30° 8.8 &.9 
1) ° 12,2 12.8 
50° 170 17.6 
60° 23.0 23.6 
70° BOD 30.8 
sO” 390 39.6 
9()° 4AY.8 49.9 
100 ° 62.5 62.0 


Kur 20° betriigt demnach der Loslichkeitscoefficient 
1: 16670. 

1895 hat Fred. J. Smale!) die Loéslichkeit der Harn- 
siure in Wasser von Neuem bestimmt, indem er die Flaschen 
im Innern eines Thermostaten in bestiindiger, stark schiittelnder 
Bewegung erhielt. Auf diese Weise wurde der Siittigungspunkt 
in 142 Stunden erreicht. Den Gehalt der L6sung bestimmte 
Smale auf dreierlei Weise: durch Ausfillen mit ammoniakalischer 
Silberl6sung, mit Salzsiiure und durch Wiigen des Abdampt- 
rickstandes. Letzteren Werth nennt er «absolut genau 

In 100 com. Wasser von 40° waren gelost: 

Nach der Methode Ludwig-Salkowski. . . . 0.0358 ¢ 

dem Ausfiillen mit Salzsiiure. . 2... . . OSS! 

durch Bestimmung des Abdampfriickstandes . . . 0.0420 

Das Loslichkeitsverhiltniss berechnet sich daraus zu 
1: 2400. Genauere Angaben tiber die Versuchsanordnung, die 
Art der benutzten Gliiser u.s. w. macht Smale nicht, und die 
Anwendung der Ludwig-Salkowskischen Methode, sowie 
der Salzsiiurefillung ohne Correcturen fiihren zu dem Schluss, 
dass dieser Bestimmung keine grosse Bedeutung beizumessen tst. 

Die letzte Léslichkeitsbestimmung hat schliesslich Nico- 
laier?) in der Weise ausgeftihrt, dass er die ungeléste Saure 
gurickwog. Er fand, dass in 100 ccm. Wasser gelost sind: 

1) Beitriige zur Kenntniss der LoOsungsbedingungen der Harnsaiure 
im Harn. Centralblatt fir Physiologie, 1895, Nr. 12. 

2) Experimentelles und Klinisches ttber Urotropin. Zeitschrift fiir 
klinische Medicin, Bd. XXXVI. 3S. 366, 1899. 
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Die Hauptergebnisse der bisherigen 





. - - 09,0062 g = 1:16130 


‘ 0.0072 >» = 


1:13 900. 


Untersuchungen sind 


auf nachstehender Tabelle tbersichtlich zusammengestellt. 


Tabelle 1. 


Loslichkeit der Harns&ure in Wasser nach verschiedenen Autoren. 





ratur 


Bestimmunesmethode 


, In einem Anzahl der 


Lislichkeits- ,Liter sind 

<i . relist 

verhaltniss 
Gramm 


Liter, in 
denen ein 
Mol!) = {6x g 


Harnsiiure gelost ist 


Autor 





PS.5' 


IS 


Wort 


it’s 


Cowl 





1: 10000 O. 100 1680 


f Prout und 
\ Mitscherlich 


- 1: 1720 O81 289,35 Henry 
Losung durch Kochen be- | Va bj his 2490] 
ai - Le SO00bis (OL068 bis 2-490 bis 
reitet, & Tage lang aut 115300 | 7 ae Bensch 
we peor a. ,ObD 270) 
20° abvekihlt | \ ; 
Losung durch Kochen in (re- 
ffissen aus bohmischem aa Oe: , f behrend und 
‘an -10 0/9 O.099 HOO 
(ilase bereitet. S& Tage 1 Roosen 
lang auf 18,5° abgekiihlt 
Kurz dauernde Bertihrung 
fester Siiure mit L6sung 
unter Durchieirtung teuech- 
| _ ( Blarez und 
ter Luft ber der Bestun- 1: 16 700 0,060 2805 
i ( Denigés 
munystemperatur. lit- 
riren mit Kaltumperman- 
ranat 
Schiitteln der festen Siiure 
mit der Losune bei der 
Bestimmungstemperatur. 1: 2") 0.420 400 Smale 
Wiigen des Abdampt- 
riickstandes 
Losune bei der Bestim- 
mungstempers a Zu- aaihi ' ‘ r: 
nungstemperatut 1: 16130 0.062 2710 Nicolaier 
rickwiigendes ungelOsten 
Rickstandes 
1 W. Ostwald hat vorgeschlagen, an Stelle des unbequem lange! 
Grammmolekulargewicht>. d. h. das in Grammen ausgedriickte Molekular- 


en Ausdruck 





r ] L-ayyery 
{ len AUrZ 


«Mol» 


zu setzen. 
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Unsere Loéslichkeitsversuche., 


(inter bBeriicksichtigung der oben mitgetheilten dlteren 
Bestimmungsmethoden und aut Grund zahlreicher eigener, in 
dieser Richtung angestellter Versuche halten wir fiir eine ein- 
wandfreie Versuchsanordnung folgende Gesichtspunkte ftir mass- 
sebend: 

1. Verwendung reiner Harnsiiure. 

2. Verwendung modglichst remen,  kohlensiurefreren 
Wassers. Der Grad der Reinheit) ist durch die elektrische 
Leittihigkeit zu ermitteln. 

3. Benutzung widerstandsfiihiger Glasgerathe. 

t. Die Losung ist durch Schtitteln fester Siure mit Wasser 
bei der Versuchstemperatur herzustellen. 

). Die Gehaltsbestimmune der Losune hat moelichst bald 
nach Erreichung des Sittigungspunktes zu geschehen. 

6. Der Gehalt der L6sung ist durch Riickwigen der nicht 
goelosten Sadure zu bestimmen. 

Da es fiir die Beurthetlune der von uns” erhaltenen 
Resultate néthig ist. die Massnahmen kennen za lernen, die 
wit ber unseren Versuchen zur Erreichung dieser Bedingungen 
getroffen haben, und da diese auch bet den spiiter zu be- 
schreibenden Loshichkeitsversuchen iit den Salzen zur An- 
wendung kamen, seien dieselben Iner emeehend mitgetheilt. 

Versuchsanordnung. Ueber die von uns benutzten 
Prijparate remer Harnsiiure ist bereits oben die Rede gewesen 
(Seite 3). Ber der Reinigung des Wassers war Folgendes zu 
beobachten:!) Das gewohnliche destillirte Wasser enthélt je 
nach der Art seiner Herstellung gewisse Stoffe in relativ grosser 
Concentration gelbst, sodass seine Verwendung zur Bestimmung 
der Loslichkeil so schwer loslicher Korper wie die Harnsiiure 
nicht einwandfrei ist. Ausser den nicht fliichtigen Stoffen, 
welche von der Bertihrung mit dem Kuhler, den Gefiisswiinden 


1) Vergleiche: W. Ostwald, Hand- und Hiilfsbuch zur Ausftihrung 
phvsiko-chemischer Messungen. Leipzig 1893, 3. 279. Ferner F. Kohl- 
rausch und L. Holborn, Das Leitvermégen der Elektrolyte. Leipzig 1898, 


s. 111. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XXXI 2 
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und den Fingern herrtihren oder durch Ueberspritzen aus der 
Destillirblase in das Destillat gelangen, enthilt das Wasser 
Kohlensiiure, Ammoniak und andere fliichtige Stoffe, die vorher 
im Wasser enthalten waren und bei der Destillation mit tiber- 
gehen oder wiihrend des Destillationsprocesses oder beim Auf- 
bewahren ino schlecht verschlossenen Gefiissen aus der Luft 
des Laboratoriums absorbirt werden. Besonders das anfiinglich 
iibergehende Destillat ist, wie F. Kohlrausch angibt, sehr oft 
unreiner als der Vorrath im Destillirkolben. Die Concen- 
tration dieser Stoffe lisst sich annihernd aus der elektrischen 
Leitfiihigkeit’ berechnen, da man weiss, dass die molekulare 
elektrische Leitfihigkeit der hier in Frage kommenden Neutral- 
salze in sehr grosser Verdiinnung bei 18° ca. 115 betriigt. 
Die specifische clektrische Leitfahigkeit des gewohnlichen destil- 
lirten Wassers schwankt nach unseren Erfahrungen zwischen 
3—10OX10-°, d. h. ein Wiirfel von 1 em. Kantenliinge hat 
zwischen zwei parallelen Seitenfliichen einen Widerstand von 


a eee 
; bis ~ Ohm. Dieselbe specifische Leitfahigkeit 
ete LUD ae 
hat eme Losung der Neutralsalze in ganz reinem Wasser, wenn 
WW 15 - 
sie in. — bezw. — ecm, oder ca. 388 OOO) bezw. 
<1) 8 10x10-° 


11500 1 im Ganzen t Mol der verschiedenen verunreinigenden 
Salze gelOst enthilt. Den Gehalt an freter Kohlensiure kann 
man durch Titriren mit) sehr verdiinntem Barytwasser_ er- 
mitteln. Nach Versuchen, die der Eine von uns anstellte, 4) 
brauchten 300 com. destillirtes Wasser durchschnitthch 4 cem. 
tis Barytwasser zur Neutralisation, was einer Concentration 
von | Mol CO, in 1200 1. entspricht. Hierbei set noch be- 
merkt, dass nach W. Ostwald?) das frisch destillirte Wasser, 
wenn man keine besonderen Massregeln dagegen getroffen hat, 
stets mehr Wohlensiure enthilt, als dem Partialdruck derselben 
in der Luft entspricht. bei der Bertthrung mit Luft entweicht 


1) Theodor Paul. Untersuchungen wtber  fractionirte Fallung. 
Zeitschrift fir physikalische Chemie, Bd. XIV, S. 107 (1894). 
-) Zeitschrift fiir physikalische Chemie, Bd. IV. 8. 491, Referat 80. 
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allmihlich die tUberschiissige Kohlensiiure, wodurch die elek- 
trische Leitfiihigkeit des betreffenden Wassers vermindert wird. 

Vergleichen wir nun mit der Concentration dieser im 
cewOhnlichen destillirten Wasser enthaltenen Stoffe die Menge 
der Harnsiiure, welche in einer gesiittigten LoOsung enthalten 
i<t und bet einem Loslichkeitsverhiltniss von 1: 39480 1 Mol 
in 6640 Litern betriigt, so finden wir, dass die Menge der 
fremden Salze ca. '6—2 dieser Harnsiiure ausmacht und 
die Kohlensiiture sogar in der fiinffachen Menge vorhanden ist. 
Wenn auch die Neutralsalze starker Situren im Allgemeinen 
keinen grossen Einfluss auf die Léslichkeit der Harnsiiure aus- 
iiben werden, so vermogen doch diejenigen schwacher Siiuren, 
wie Zz B. kieselsaure Alkalien und Erdalkalien, die Loéslichkeit 
der Harnsiiure merklich zu erhoGhen, withrend ein Ammoniak- 
cehalt. der in vielen Wiissern vorkommt, sogar einen. recht 
erheblichen Einfluss in dieser Richtung ausiibt. Die freie 
Kohlensiure vermindert wegen der Rickdriingung der Disso- 
cation der Harnsiiure deren Loéslichkeit. Bedenkt man ferner, 
dass die ersten Antheile des bei der Destillation tibergehenden 
\Wassers oft ganz besonders stark (Ammoniak!) verunreinigt 
sind, so sieht man, welcher Werth auf eine sachgemiisse Priifung 
des zu yverwendenden Wassers gelegt werden muss, und dass 
die Loslichkeitsangaben, dei denen der Nachweis einer solchen 
Priitune fehlt, nicht einwandfre: sind. 

“Zur Darstellung eines brauchbaren Wassers benutzten 
wir einen sogenannten Beindorf schen Destillirapparat, wie solche 
in den Apotheken zum Destilliren aromatischer Wiisser Ver- 
wendung finden. Dieser Apparat besitzt zwet Destillirblasen, 
eine dussere und eime innere, welche so angeordnet sind, 
dass die in der iiusserep Blase entwickelten Wasserdiimpfe 
durch die innere Blase streichen miissen, ehe sie in’ der 
Kiilischlange condensirt werden. In die diussere Destillirblase 
wurde Wasserleitungswasser gebracht, aus welchem durch 
Vermischen und liingeres Stehenlassen mit iiberschiissiger 
Kalkmilch der grésste Theil der alkalischen Erden abgeschieden 
war. Mittelst eines Hebers konnte dieses Wasser je nach 
bedarf aus den grossen Glasballons in die Blase iibergefiihrt 


-)* 
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werden. Um Ammoniak und andere. fliichtige Basen zuriick 
zu halten, befand sich in der iusseren Blase stets tiber- 
schiissige reine Phosphorsiiure. In die innere Blase wurde 
etwas Kalkmilch gebracht, um die mechanisch tibergerissene 
Phosphorsiure und fliichtige Siéiuren zu neutralisiren. Da 
beim lebhaften Destilliren stets kleine Mengen Fliissigkeit in 
Form von kleinen Tropfchen aus dem Destillirgefiiss mit 
tibergerissen werden, wurden zwischen den Helm und_= die 
Innere Destillirblase mehrere Lagen diinnen Baumwollstoffs 
awusgespannt. Der kautliche hydrophile Verbandstol! eignet 
sich Inerzu ganz vortrefflich, Das tiberdestillirende Wasser 
wurde yon Zeit zu Zeit auf seme elektrische Leitfiihigkeit 
geprift, da wir die Beobachtung machten, dass nicht nur das 
zuerst tibergehende Wasser relativ stark verunreinigt war, 
sondern auch bet stetig fortschreitender Destillation ohne 
erkennbare Ursachen die elektrische  Leitfiihigkeit pl6tzlich 
stark anstieg, wodurch der ganze Vorrath unbrauchbar wurde. 
Ks wurde nur solches Wasser benutzt, dessen specifische Leit- 
fihigkert unmittelbar nach der Destillation ca. 0,5—O,8>< 10° ° 
betrug.!) In gewohnlichen Glasflaschen und beim Zutritt der 
almosphiirischen Luft ist Wasser von solcher Rembheit nicht 
lange haltbar, doch haben wir unser Ziel mit) Hilfe eines 
Apparates erreicht. dessen Construction aus beistehender 
Zeichnung ersichtlich ist. Ein ea. 15 Liter fassender Kolben 
aus Jenaer Geritheglas war mit emem viermal durchbohrten 
Korkstopfen verschtossen, der oben mit emer starken Schicht 
festen Paratfins tiberzogen war. Von den vier durch diesen 
Stopfen eigeftihrten Glasrohren diente die erste als Heber 
zum -Eainbringen und zur Entnahme des Wassers, die zweite 
zum Absaugen der Luft, die dritte zum Durchleiten kohlen- 
siiuretrerer Luft und die vierte war S-fOrmie gebogen und 


trug oben ein Natronkalkrohr von 2 em. Weite und 25 em. Linge. 


Das reinste Wasser wurde bisher von F. Kohlrauseh und 
Ad. Hlevdweiller durch Destillation im Vacuum dargestellt. Dasselbe 
hatte ber TS? die specitische Leitfiihigkeit 0.04% 10 6 Ber Bertihrung 
mif der Luft steigerte sich die Leitfiihigkeit in) kurzer Zeit auf das 


hrift fiir physikal. Chemie Bd. 14. 317 (1894). 
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Das zweite und vierte Rohr reichte bis unter den Stopfen, 
das erste und dritte bis auf den Boden der Flasche: alle vier 
konnten durch Quetschhihne abgeschlossen werden. Wie 
Kohlrausch gefunden hat, lasst sich der Gehalt des Wassers 
an fliichtigen Bestandtheilen durch Durchleiten kohlensiiure- 
freier Luft) betrachtlich vermindern. Nach den Versuchen, 
welche der Eine von uns in dieser Richtung angestellt hat, 
ging der Gehalt an Kohlensiiure in 60) Liter Wasser durch 
7ystiindiges Durchleiten von kohlensiuretreier Luft) von der 
Concentration 1 Mol in 1200 Litern auf Null zuriick. Wir 
benutzten daher dieses Verfahren auch im vorliegenden Falle. 

Nachdem das frisch destillirte Wasser in das grosse 
Aufbewahrungsgefiiss tbergeliihrt worden war, zeigte es in 
der Regel die specifische Leitfahigkeit O,8—1,0<10—®. Nach 
{2- bis 2%sttindigem Durchleiten kohlensiiurefreier Luft) sank 
dieselbe auf 0,7—O0,9X10—®, wihrend 1 Tropfen ca. 4/16 Baryt- 
wasser 300 com. des Wassers nach Zusatz von etwas Phenol- 
phthalein sofort rothete. In unserem Aufbewahrungsgefiiss hielt 
sich das Wasser in dieser Giite ca. 14 Tage, dann nahm_ all- 
miihlich die elektrische Leitfihigkert zu, iberschritt aber auch bei 
sechsmonatlichem Aufbewahren den Betrag von 1,4X10—® nicht. 
Fir unsere Versuche wurde stets kohlensiiurefreies 
Wasser mit einer durchschnittlichen specitischen 
Leitfihigkeit von O,8—-1.0X10—® benutzt. Um ferner zu 
constatiren, welchen Einfluss die Beriihrung mit der atmo- 
sphiirischen Luft) beim Eingiessen in die zur Loslichkeits- 
bestimmung dienenden Gefiisse und die mehr oder weniger 
lange Beriihrung mit den Stopfen und Gefiisswandungen 
ausiiben, wurden stets Kontrollbestimmungen in der Weise 
ausgeftiirt, dass neben den mit den zu lésenden Korpern 
beschickten Gefiissen auch solche mit reinem Wasser rotirten, 
Wwelches nach der jeweiligen Rotationsdauer auf seine Leit- 
lahigkeit gepriift: wurde. 

Schliesslich sei noch kurz des Apparates Erwiihnung 
gethan, welchen wir zur Herstellung kohlensiiurefreier Luft 
benuizten. Es bestand aus 4 U-formig gebogenen Glasréhren 
von 2.5 em. innerer Weite, deren Schenkel 30 em. lang 








waren und die in einer mit Sand gefiillten Holzkiste standen. 
Diese ROhren waren mit feinkérnigem, staubfreiem Natronkalk 
eeltllt. Um die Luft vor dem Eintritt in dieselben zu entwiissern 
und ein Zerthessen des Natronkalkes zu verhindern, wurde noch 
je eme Gaswaschflasche mit concentrirter und verdiinnter 
Schwetelsiure vorgelegt, welche gleichzeitig der Luft bei- 
gemengtes Ammoniak und andere Basen absorbirten. Da die 
Luft in den chemischen Arbeitsriiumen immer mehr oder 
weniger stark verunreimigt ist und wie wir mehrmals con- 
statiren konnten, eine nicht zu beseitigende Verunreinigung 
des) Wassers herbeiftihren kann, empfiehlt) es sich, atmo- 
sphiirische Luft) mittelst einer durch das Fenster geftihrten 
Rohrenleitung dem Apparat zuzuftihren. Um die durch den 
Luftstrom aus den Natronkalkréhren mitgerissenen Staub- 
theicehen unschiidlich zu machen, schalteten wir zwischen diese 
und dem Aufbewahrungsgefiiss noch zwei mit Wasser getiillte 
Gaswaschflaschen ein. Dammit eine modglichst vollkommene 
Befreiung der Luft) von Kohlensiiture erzielt wird, dart der 
Lufttstrom nicht zu stark gemacht werden. 

Fir die Loéslichkeits- und Gleichgewichtsver- 
suche wurden ausschliesslich Gefiisse aus Jenaer 
Geritheglas benutzt. Am besten eigneten sich Erlen- 
mever sche KOlbchen von LOoO--800 cem. Inhalt. Dao auch 
von diesen Gefiissen, wenn sie neu sind, an wiisserige LOsungen 
etwas Alkali abgegeben wird, empfiehlt es sich, dieselben voi 
dem Gebrauch mit Wasserdampf zu behandeln. = « Auf einen 
Kolben, in welchem Wasser siedet, ist zuniichst ein Trichter 
eesctzt, in dessen Hals mittelst Kork eine aufrechte Glasrohre 
befestiat ist. Auf diese kommen mit der Oeffnung nach unten 
die zu behandelnden) Flaschen und = Gliser: das verdichtete 
Wasser flesst in den Trichter: hat sich zuviel dort ange- 
summelt, so lésst man es durch Liiften des Stopfens in die 
Flasche laufen. (Abegg.). Eine Behandlung von 10° bis 15 
Minuten pflegt ausreichend zu sein: alsdann bliist man sofort 
die Gliiser durch einen Luftstrom trocken.» 1) Aus gebrauchten 

1) Vergl. W. Ostwald, Hand- und Hiilfsbuch zur Ausfiihrung 


physiko-chemischer Messungen. Leipzig 1893. Seite 295. 











Glisern lassen sich auf diese Weise auch die letzten Spuren 
yon Verunreinigungen leicht entfernen. 

Die ftir den Rota- 
tionsapparat  bestimm- 
ien Kolbchen wurden 
mit sorgfiltig gereinig- 
ten Kautschukstopfen 
yerschlossen, tiber wel- 
che wir zur Sicherheit 
noch eine Kautschuk- 
kappe zogen, die mit 


einem straff ansitzen- ie | 
Luft 


den Gummiuring — ver- 











<ehen war. Wenn nach ( 
beendeter Rotationszeit | 





der Raum — zwischen 
Kautschukkappe und 
Stopfen  trocken — ist, 
kann man sicher sein, 





dass keine Verbindung 





des Klascheninhaltes 





mit dem Wasser des 


Kotationsapparats statt- 








| 
gefunden hat. Die mit | 
Wasser und  Siiure 
beschickten  K6lbchen } 
1} 
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wurden in den Rota- | oe == ; —_ 
lionsapparat eingelegt, Be 
welchen A. A. N oves i Gelass zurAuflhbewahrung von 


reinemn kohlensaurelrecem Wasser. 
lr Loslichkeitsbestim- 


mungen construirt hat.) 














Wir benutzten zwei derartige Apparate aus Zinkblech von 
i cm. Hohe, 45 em. Breite und 70 em. Liinge, welche 


1) Zeitschrift fiir physikalische Chemie 9, 606 (1892). Der Apparat 
ist auch abgebildet in W. Ostwald’s physiko-chemischen Messungen 
seite 212. 














ca. 140) Liter Wasser fassten und in denen auf einer hori- 
zontal liegenden  drehbaren Messingwelle  mittelst  starker 
Guminibiinder eine Anzahl Erlenmever-Koélbchen — befestigt 
werden konnten. Diese Welle wurde wiihrend der Versuchs- 
dauer mit Hilfe eines kleinen Heissluftmotors!) langsam ge- 
dreht. Die) Temperatur des  Wassers wurde mit) einem 
Ostwald schen Thermoregulator geregelt und konnte bet der 
grossen Wassermasse bequem innerhalb 0,05° constant ge- 
halten werden. Zuo den Temperaturmessungen wurden in 
1 yo0-Gracde vetheilte Thermometer verwandt, die in der 
Glasbliserer von EF. O. R. Gétze in Leipzig hergestelll 
und yon der Physikalisch-technischen Reichsanstalt geprift 
Warvel.. 

Di man den Gehalt wisseriger Harnsiiurel6sungen weder 
durch Abdampfen noch durch Titriren einwand{ret bestimmen 
kann, woven wir die ungelOste Siture zurtick. Auch bel 
Benutzunge yon Kolben von 800 ccm. Inhalt ist die Gewichts- 
differenz noch verhiiltnissmiissig klein und es ist deshalb wichtig, 
diese Wiigungen so exact wie modelich auszufiihren und die 
Harnsiiure stets unter denselben Bedingungen zu waeen. 
es wurde deshalb dasselbe Verfahren eingeschlagen, welches 
der’ Eine von uns bereits bet Loshehkeitsbestimmungen orga- 
nischer Siiuren angewandt hat.2)) Das Sammeln und Wiigen 
der im Wasser suspendirten Siiure  fand mit) Hiilfe des 
Gooch schen Tiegels statt, welcher sich fiir diese Zwecke 
vorziiglich eignet.*) Das Absaugen der Aufschwemmungen 


1) Die Motorentabrik von Louis Heinrici in Zwickau licfert diese 
Motoren in 7 verschiedenen Gréssen von '/s0 bis '/s Pferdekraft zum 
Preis von 85—)00 Mk. Diese Heissluftmotoren arbeiten bei einem 
minimalen Verbrauch an Leuchtgas wochen- und monatelang ausser- 
ordentlich stetig und sicher. Bet friiheren Versuchen war z. B. ein 
solcher Motor 5 Monate lang Tag und Nacht thitig, ohne auch nur ein 
einzives Mal zu versagen. 

2) Th. Paul, Untersuchungen tiber fractionirte Fallung.  Zeit- 
schrift fiir physikal. Chemie 14, 108 (1894). 

Vergl Th. Paul, Ueber den Gooch’schen Tiegel. Zeitschrift 


PS Raed 


fir analytische Chemie 351, 537 (1892). 
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ceschah stets so rasch, dass die geringe Temperaturdifferenz 
gwischen Losung und Zimmerluft ohne Einfluss war. Die 
letzten an den = Gefisswandungen hiingenden Siiuretheilchen 
wurden mittelst des zuerst durchgelaufenen Filtrates in) den 
Tiegel gebracht. Beim Trocknen wurde die Wiirme voll- 
kommen ausgeschlossen, die Tiegel wurden in grosse mit 
Phosphorpentoxyd  beschickte Exsiccatoren  gesetzt; schon 
nach 2% Stunden trat in der Regel Gewichtsconstanz ein. 
Auch vor dem Einbringen in die Rotationsgefiisse wurde die 
Harnsiure tiber Phosphorpentoxyd getrocknet. 

Auf Grund dieser Versuchsanordnung haben wir eine 
eryosse Rethe von Loéslichkeitsbestimmungen ausgefiihrt, von 
denen wir die hauptsichlichsten folgen lassen. 


Versuchsergebnisse. 


1. Versuchsrethe. Loshehkeit der Harnsiiture von 
C. A. F. Kahlbaum,. Berlin. Rotationsdauer bet allen 4 Ver- 
suchen 48 Stunden. Temperatur 18°. 








- - c 
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tists | ose 
« in 536.0 ¢ Wasser waren gelést 0.0860 © Harns. 1:6233 0.1604) 1047 
Bb) . wa28 Pe . . 0.0967 , " 1:5399 O.1852, 906.9 


C1» SOD . ‘ ‘ »  0,0754, ‘i 1: 6842 O1 462) 1150 


d\ , 5342 O.0OS34 . 1: 6404 0.1562 1076 
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Mittel: |1:6220, 0,1620) 1045 
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2. Versuchsreihe.  Loéslichkeit der Harnsiiture von 


EK. Merck, Darmstadt. Ausser durch Riickwiigen der nicht ge- 
losten Harnsiiure wurde der Gehalt der Losung durch Verdampfen 
des Filtrates in einer Platinschaale auf dem Wasserbade und 
Wiigen des Riickstandes bestimmt. Temperatur 18°. 
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Kalitmsalz dargestellten Harnsiiure. 
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sestimmunvgen: 


Ausser durch Ritickwiigen der nicht 


wurde der Gehalt der L6sung durch Verdampfen des Filtrates 
in einer Platinschaale auf dem Wasserbade und Wiigen 
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Aus diesen drei Versuchsreihen geht. 
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Siiure ausgefihrten Bestimmungen: ‘1 
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Lids 


Qt) 





wie 


YIH4EDO O.O41D 


auch 


von anderen Autoren beobachtet wurde, Folgendes hervor: 


1. 


lich weiten Grenzen je nach der Versuchsdauer. 


Die LOslichkeit der Harnsiiure schwankt zwischen ziem- 


schon 








seer 





























2 Die Loéslichkeit der Harnsiiure nimmt mit der Zeit 
der Bertihrung von Wasser und Harnsiiture zu. 

3. Die Gehaltsbestimmung einer Harnsiiureldsung durch 
Verdampfen auf dem Wasserbade und Wiigen des Riickstandes 
ist unsicher. 

Da bei schwerléslichen Korpern der Sattigungspunkt viel 
-chneller erreicht wird, wie bei leichtl6slichen, verkiirzten wir 
die Rotationsdauer sehr bedeutend und erhielten  folgende 


Resultate : 


4. Versuchsrethe. Loslichkeit der von uns aus dem 
Kaliumsalz dargestellten Harnsiiure. Temperatur 18°. 
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a Nach einer Rotationsdauer von 75 Minuten 
waren in 690.9 ¢ Wasser geliést O.OL82 © 1:37960 O.0263 6384 


Nach eimer Rotationsdauer von 422 Stunden 


waren in 906.38 ¢ Wasser gelést O.0133 ¢ 1:38070, 0.0263 6403 





Mittel: 1: 38015 0.0263) 6394 


Aus diesen beiden zufiillig fast) vollkommen  iiberein- 
-timmenden Versuchen geht hervor. dass: 

I. Der Sittigungspunkt einer Harnsiiurel6sung beim 
Schitteln der festen Siiure mit Wasser schon nach 75 Minuten 
erreicht wird: 

2. eine Loéslichkeitszunahme in den ersten Stunden nicht 
bemerkbar ist. 

Um uns tiber das Loéslichkeitsverhiiltniss der Harnsiiure 
noch grossere Sicherheit zu verschaffen, haben wir auf Grund 
dieser Erfahrungen noch folgende Versuchsreihen ausgetfihrt. 
Das zu diesen Versuchsreihen benutzte Wasser war mit ganz 
besonderer Sorgfalt hergestellt und besass die specifische Leit- 


fiihigkeit 0,7<10-8, 


). Versuchsreihe. Loéslichkeit der von uns aus dem 
Kaliumsalz dargestellten Harnsiiure. Temperatur 18°. 
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1 Nach emer Rotationsdauer von 90 Minuten 
waren in 7110 Wasser celOst 0.0179 g 1:39720) O.0252. BESO 
/; Nach eimer Rotationsdauer von 3 Stunden 


waren in 687.5 


). Versuchsrethe. 


C.. A. EF Berl 


Kahlbaum, 


Mengen leichter l6slicher Stoffe zu entfernen, wurde die 
einige Male mit reinem Wasser ausgewaschen und uber 


phorpentoxyvd getrocknet. 
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ik ner Rotationsdauer yon 60> Minuten 
waren in) FOO) Wasser gelOst O.OL75 1:40290 O.0O248 6776 

Nav ce irie Rotationsdaue: Vor 2'\9 Stunden 
waren in 692 ¢ Wasser gelést O.OL73 ¢ 1:40000 0.0250) 6728 
Mittel: 1:40145 O.O249) 6752 


i. Versuchsrerhe, 
le. Merek, Darmstadt, 


suchsrehe. 


Loshichkeit der 
Mit Wasser behandelt 


Temperatur P8°. 


Harnsiiure 


wie in der 6. 





Loslichkeits- 


verhiiltniss 


1 Lit. Losung 


In 


sind enthalten 


Gramm tHarns. 


sit 


der 
ary > 
v 


denen 


Anzahl 
in 
Harn 





© Nach 


Rotationsdauer 


Wasse} 


CIner 
waren in 7L1d0 ¢ 


4 Nach emer Rotationsdauer 


von 90 Minuten 
eelost O,O180 ¢ 


von 3 Stunden! 


:: 


waren in 690.0 ¢ Wasser gelést O,OL72 g 1 





39720 


- 40120 


0.0252 


0.0249, 


Hobs) 


_ 


64 t / 





Mittel: 


I 





39920 


0.0251 

















IQ 


Fassen wir die Ergebnisse der Versuchsrethen 4, 5, 6 
und 7. welche in Anbetracht der ausserordentlich geringen 
Loslichkeit der Harnsiiure sehr gut untereinander tiberein- 
<timmen, zusammen, so erhalten wir als Mittel von 
1: 38015 (4. Versuchsreihe) 
1: 39845 (5. 

1: 40145 (6. 
| 


39 920 


~ 


1: 39480. 
Ber 18° lost sich demnach die Harnsiiture in 
reinem Wasser im Verhidltniss 1:39480. In 1 Liter 


der gesittigten LOsung sind 0O,0253 ¢ Iarnsiture ent- 


a aa 


halten oder in 6640 Litern der gesiittieten Losung ts! 
ein Mol [68,2 ¢ Harnsiiure gelOst. Die L6slichkeits- 
erenze wird schon nach t Stunde erreicht, wenn die 


feinverthetlte Siure mit Wasser geschtittelt wird. 


4. Bestimmung der elektrischen Leitfahigkeit und Affinitats- 
constanten der Harnsaure. 
Allgemeines, 

Der Widerstand, welchen ein in L6sunge befindliche: 
Klektrolvt dem Durchgange des elektrischen Stromes  ent- 
vegvensetzt, hingt ber gleichbleibender Temperatur von det 
Concentration der lonen und von deren Wanderungseeschwindig- 
kelt ab. Kennt man den Widerstand oder dessen reciproken 

Verth, die elektrische Leitfihigkeit, einer Losunge und die 
\Wanderungsgeschwindigkeit der Tonen, so Hisst sich bet biniiren 
Klektrolyten, d. h. solchen Stoffen, die in zwei Tonen zerfallen, 
last stets die Concentration der lonen oder, was auf dasselbe 
hinauskommet, der Antheil der gelOsten Substanz, welcher in 
lonen zerfallen ist, der Dissociationsgrad berechnen. Eine 
Wisserige HarnsSurelOsung enthill, wie schon oben auseiander 
vesetzt wurde, im Wesentlichen Wasserstofi-lonen (HH-lonen) 
ind primére  Harnsiiure-lonen  (CH,N,O,--lonen). Da die 
Wenderungsgeschwindigkeit der Wasserstoff-lonen bekannt ist 
nd die der primiéren Harnsiiure-lonen sich entweder, wie 


W. Ostwald gezeigt hat, aus der Analogie mit anderen Siiuren 
















ermitteln oder aus der elektrischen Leitfiihigkeit der primiiren 
harnsauren Salze bel grosser Verdiinnung berechnen  liisst. 
braunchen wir nur noch die elektrische Leitfiithigkeit einer 
Harnsiurel6sung zu bestimmen, um deren Dissociationsgrad 
kennen zu lernen, 

Nun ist aber der Dissociationsgrad eine Function der 
Concentration der Losung und nimmt im Allgemeinen zu, je 
verdiinnter dieselbe wird, man miisste demnach eine sehr grosse 
Anzahl von Leithihigkeitsbestimmungen ausfiihren, um fiir alle 
Concentrationen einen annihernd richtigen Werth zu erhalten. 

Wie indessen W, Ostwald nachgewiesen hat,!) lisst sich 
fiir schwach dissocirte binire Elektrolyte aus deren elektrischer 
Leitfiihigkeit ino wiisseriger Losung eine von der jeweiligen 
Concentration derselben unabhiingige « Dissociationsconstante 
berechnen und es geniigen nur wenige Bestimmungen bel ver- 
schiedenen Concentrationen, ja, streng genommen, nur. eine 
einzige, um ein richtiges Bild) vom Dissociationsverlauf durch 
alle Coneentrationen hindurch za erhalten. Die betreffende 
(deichung, auf deren Begriindung hier nicht niiher eingegangen 


werden kann. lautet: 
Ly? 


Uy Uy -Uy Vv 

In derselben ist k die Dissociationsconstante, uy die 
molekulare elektrische Leithihigkeit der wiasserigen Losung bei 
einer beliebig zu withlenden Coneentration, v die Anzahl der 
Liter der Losung, welche 1 Mol des Elektrolyten gelOst  ent- 
halten, und au, die molekulare Leitfihigkeit desselben Elektro- 
Ivten ber unendlicher Verdiinnung. Dieses u, liisst sich nur 
in sehr wenigen Fallen durch direkte Messung  bestimmen. 
Da sich dieser Werth additiv aus den Wanderungsgeschwindig- 
keiten der beiden Tonen zusammensetzt und diese mit grosser 
Genauigkeit ermittelt werden konnen, wird er praktisch stets 
aus denselben berechnet, Die Dissociationsconstante bietet den 
erossen Vortheil, dass man mit Hilfe derselben das Verhiilt- 


1, Wo Ostwald. Ueber die Dissociationstheorie der Elektrolyte 
Zeitschrift fir phvsikalische Chemie 2, 270 (1888). 


















Bis OORT ae 











2 Peart s 





eg A 





d. h. den Dissociationsgrad des Elektrolyten fiir jede 
Poe 
beliebige Concentration der Loésung berechnen kann. 


Diese Beziehungen werden ohne Weiteres klar, wenn wir die 
obige Gleichung in folgender Weise umtormen: 


(= y 
us 
uy 
i — ) v 
U~+> 
[<t die Dissociationsconstante k bekannt. und bezeichnen 


? ; aca , ; ‘ Uy P 
wir den jeweiligen Dissociationsgrad . welcher in der Regel 
Ul -- 


mit zunehmender Verdiinnung wiichst, mit m, so erhalten wir 
die einfache quadratische Gleichung 
m2 
(l—m) v 

Multiplicut man den Werth von m mit 100, so. erhalt 
man den Dissociationsgrad, d. oh. den in lonen zertallenen 
Antheil direkt in Procenten der gel6sten Substanz. 

Da der Dissociationsgrad einer Séure oder Base das 
allein richtige Maass fiir deren «Stirke» oder thre chemische 
teactlonstihiekeit ist. hat man die Dissociationsconstante auch 
mit den Namen © Affinitiitsconstante oder « Affinitiitsg@résse 
belegt. Es ist ohne Weiteres ersichtlich, dass die Bestimmung 
dieser Grosse fiir das Verhalten der Harnsiure in wisserigen 
Losungen, fiir die Gleichgewichte ihrer Salze bei Gegenwart 
anderer Siiuren, fiir die Bildung primiirer und secundirer 
Salze ete. von grosser Wichtigkeit ist. Dai die Harnsiiure 
sich so) ausserordentlich wenlg im Wasser l6st) und ihrem 
chemischen Verhalten nach eine sehr schwache Siiure ist, 
bietet die Bestimmune der elektrischen Leitfihigkeit der 
Wiisserigen LOsungen mancherlei Schwierigkeiten. Vor Allem 
liegi dies daran, dass die specifische Leitfiihigkeit) des zur 
Losing benutzten Wassers von derjenigen der Losung bei 
Siuren nicht in der Weise in Abzug gebracht werden kann, 
wie bei Neutralsalzen. Wenn auch bet schwachen Siuren 
bei Gegenwart von geringen alkalischen Verunreinigungen oder 


Carbonaten in dem zur Lésung benutzten Wasser wegen der 








Hydrolyse keine vollstiindige Salzbildung eintreten kann, so 
liisst sich doch auch nicht mit Sicherheit sagen, Inwiewelt die 
elektrische Leitfihigkeit der Harnsiiure durch derartige Ver- 
unreimigungen beeinflusst wird. Wenn es sich um Concen- 
trationen yon 1000 Litern fiir 1 Mol Substanz handelt, kann 
eie Correctur in Bezug auf die specifische Leitfihigkeit des 
zur Losung verwandten Wassers vernachliissigt werden: im 
vorliegenden Falle betriigt aber die Verdtinnung ca. 6600 Liter, 
so dass bei der specifischen Leitfihigkeit 1,0 50 10° eine: 
schon sehr vreinen Wassers die Correctur fiir das Wasser 
6.6 Einheiten ausmacht, d. ho ca. den 6. Theil der ca. 37 be- 


tragenden molekularen Leitfihigkert der HarnsiiurelOsung, 


Versuchsanordnung, 

Wir benutzten fiir unsere Bestimmungen ausschliesstich 
die Wecehselstrommethode Fo. Wohlrausch s im der von W, 
Ostwald aneegebenen Form.') Das Widerstandsgefiiss  be- 
stand aus einem cylindrischen Glasgefiiss von 5 em. Durch- 
messer und Oem. Hohe, welches oben geschlossen war und 
einen ca. S mm. weiten, ca. em. langen Tubus trug. Die 
j4o cnn dangen und 312 em. breiten Platinelektroden, deren 
“7ileittnesdrahte seitlich emeeschmolzen waren, standen senk- 
recht und hatten emen Abstand von ca. O.6 em. Ausserdem 
benutzlen wir noch ein zweltes dhnlich construirtes Gefiiss 
welches 2 Rohren true und die Durchleitune kohlensituretreier 
Luft westattete. Beide Gefiisse bestanden aus Jenaer Rohren- 
Glas und hatten wochenlange mit ofters gewechseltem heisscm 
Wasser aneetilit gestanden. Zum Platiniren der Elektroden 
benutzlen wir eme ca. 5°/o1ge wiisserige Losung des. kitul- 
lichen Platinchlorids mit} einem Zusatz von ca. 140°/o0 Ble 
acetal, wie dies von Lumimer und Kurlbaum vorgeschlagen 
wurde, 

Wir verfuhren einmal in der Weise, dass wir die Harn- 
siiure direkt im Leitfihi¢keitsgefiiss auflosten und von Zeit 
zu Zeit die elektrische Leitfihigkeit) ermittelten, das andere 


1) Vergl W. Ostwald. Hand- und Hilfsbueh zur Ausftihru 


physiko-chemischer Messungen. Leipzig 1893. Seite 260 ff. 
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Mal bereiteten wir die LOsung in einem besonderen Cefiiss 
durch Rotation einer wisserigen Aufschwemmung und fiihrten 
mittelst eines Hebers!) die abgesetzte Losung in das Leit- 
Mihigkeitsgefiiss Uber und schliesslich benutzten wir die von 
den Loéshiehkeitsversuchen herrihrenden Filtrate. Die erste 
\Vethode hat zwar den grossen Vortheil, dass eine lingere 
Perihrung mit den Winden eines zweiten Gefiisses und dessen 
Stopfen, das Ueberftthren der Losung mit dem Heber bezw. 
linviessen der Losung vermieden wird, wodurch immer. ge- 
ringe Verunreinigungen in die Losung gelangen, doch haben 
wir undererseits im Laufe unserer Untersuchungen die Be- 
obachtung gemacht, dass die mit Platinschwarz tiberzogenen 
Klektroden schon nach kurzer Zeit eine sehr st6rende Zer- 
<e(zune der HarnsiturelOsung bewirken. Ueber diesen Punkt 
wird weiter unten noch austihrlicher die Rede sein. Der 
Verlauf dieser Versuche wird durch nachstehende Protokolle 
am besten illustrirt. 

Schliesslich sei noch bemerkt. dass fiir diese Versuche 
nur solche Harnsiiture zur Verwendung kam. welche wieder- 
Holl mit reinem Wasser dureh Decantiren  ausgewaschen 
worden war. Fiir die in’ Bezug auf die specilische Leit- 
fihigkeit des Wassers anzubringende Correctur wurde nicht 
der Werth benutzt, welchen das direkt aus dem Vorraths- 
veliss entnommenec Wasser besass, sondern die specifische 
Leittihigkeit des Wassers, welches ber einem blinden Versuch 
denselben Manipulationen wie die HarnsiiurelOsung unterworfen 
worden war. 

Alle Bestimmungen wurden bet 18° ausgefiihrt. Als 
Kinheit ist das Leitvermégen eines Kérpers angenommen, von 
dem eine Siiule von 1 em. Liinge und 1 com. Querschnitt den 
Widerstand 1 Ohm. besitzt. 

Versuchsergebnisse, 
l. Versuchsreihe. Bestimmung der elektrischen Leit- 


(‘*° 


ihigkeit wiisseriger HarnsiiurelOsungen, welche im Leitfiihigkeits- 


1) Wir benutzten dazu einen sogenannten «(iftheber». Vergl. 
b. Kohlrausch u. L. Holborn, Das Leitvermégen der Klektrolyte 
| 1898. Seite 132. 


Hopp -Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XXXI cy 





gefiss selbst bereitet wurden. In das Leitfahigkeitsgefass wird 


reines Wasser von der specifischen Leitfiihigeit 1,04 > 10 
























gebracht und nach der Einstellung der Versuchstemperatur 
(18°) mit der Pipette etwas von einer mit demselben Wasser 
bereiteten Harnsiiureaufschwemmung zugesetzt. Die Zeit (t) 
ist vom Kinfliessen der Harnsiiureaufschwemmung ab gerechnet. 
Da hier die absoluten Leitfahigkeitszahlen nicht in Betracht 
kommen, sind der Einfachheit wegen die Werthe des Ab- 
schnittes a auf der Messbriicke in Millimetern angegeben. Zu 
allen 3 Versuchen diente die Harnsiiure von C. A. F. Kahl- 
baum, Berlin. 


1. Versuch. 


a == Millimeter 
3 Minuten . « . ss» 88.6 
DD Lae eee as 102.1 
2 Stunden 4) ae eae 10-41 
3 23) pee hie 106.1 
10) a ee 107.6 
17 a oe 177,0 
ae a an ae eee 550.0 


2) Versuch. Dasselbe Leitfihigkeitsgefiiss wie ber Versuch 1. 


a = Millimeter 
5 Stunden 30 Minuten ...... 114.1 
21 , 30 . ee ee 155,0 
to 30 a ae ae oe 4D40 


3. Versuch. Ein anderes Leitfiihigkeitsgefiiss wie bei Versuch | 


und 2. 

a = Millimeter 

ee 106.5 

10) ee a 122.0 

25 gies Oa 126.5 

4A) eat 130.0 

+ Stunden — pul aptlls cate 132.5 

, 30) rk a oh ge 134.0 

6 , gre oe Se 137.0 

21 rg ey was 144.0 

24 — . ae ee eae 153.0 

: sel 


197.9 





Aus diesen Versuchen geht hervor, dass die elektrische 
Leitfiihigkeit einer wisserigen Harnsiiureaufschwemmung_ be- 
stiindig zunimmt, und dass sich nicht mit Sicherheit feststellen 
liisst, wann der Siittigungspunkt erreicht ist. Ausserdem_ sei 
noch bemerkt, dass die Leitfihigkeit um einige Millimeter 
guriickging, wenn die klar abgesetzte LOsung aufgeschiittelt 
wurde. Fir die Ursache dieser Erscheinung vermégen wir 
keine einwandfreie Erklirung abzugeben. Die in den beiden 
Tabellen gegebenen Zahlen beziehen sich auf die frisch auf- 
ceschiittelten Losungen. Ausserdem bemerkten wir, dass die 
elektrische Leitfahigkeit einer LOsung um so schneller zunahm, 
e Ofter sie umgeschiittelt’ wurde. 

2. Versuchsreihe. Bestimmung der elektrischen Leit- 
ihigkeit wiisseriger HarnsiiurelOsungen, welche in einem Kolben 
durch Rotiren einer Harnsiiureaufschwemmung hergestellt) und 
nach dem Absitzen der gréberen Theilchen mittelst) eines 
Hebers in das Leitfahigkeitsgefiiss tibergefiihrt: wurden. 

Zu allen 4 Versuchen wurde Harnsiiture von C. A. F. 
Kahlbaum, Berlin, benutzt. 








iir Leitfahig- Leitfahig- 








Rotationsdauer pulationen in einem | ET DC eet ya 

sem yaivad V risiabes h das Abzug des Abzug des 

bag insu Ba A =a ee 
Ngctiecens 0.95 X 10-6 630 37.3% | 31,04 
Te 30 Minuten 0,95 10-6 6.300 39,11 32,81 
¢ 2 Stunden — 0.95 >< 10-6 6.30 39 1] 39 8] 
d | 3 . 30 » 1.20 > 10-6 7.96 W383 32,37 
Mittel: 38,97 29 6 


>. Versuchsreihe. Bestimmung der elektrischen Leit- 
lihigkeit| wiisseriger Harnsiiureldsungen, welche in einem 
Kolben durch Rotiren einer Harnsiiureaufschwemmung_ her- 
vestellt und nach dem Absitzen direkt in das Leitfithigkeits- 
feluss eingegossen wurden. Zu beiden Versuchen benutzten 


\ | ] 


i die von uns aus dem Kalisalz dargestellte Siiure. 

















































Leittahigkeit a : 
loc denselben Manj. A22ug  Molekulare | Molekulare 
qes gensejpey] il - iad . é ° 

; she Leitfahig- ZLeitfahig- 








lat : tiie 

pulationen in é¢inem ul i 7 

Rotationsdauer we? inden Versuch : keit ohne Kelt nact 
i cae iar on das Abzug des Abzug des 

unterworfenen Wace) Minne Oi naners 

W assers ; 

_— _ P . — rs , << r. 

a 7) ~)©6 Minuten iad <X 30-6 1.40 40.19 32.43 
L) t's Stunden 118 K 10-6 7.76 38.48 30,72 
Mittel: 39.34 31.58 


, 


+. Versuchsreihe. Bestimmung der elektrischen Leit- 
fihigkeit wisseriger HarnsiiurelOsungen, welche in einem hKkolben 
durch Rotiren einer Harnsiiureaufschwemmung hergestellt) und 
durch den Gooch schen Tiegel abfiltrirt wurden. Die zuerst 
durchgelautenen Anthetle des Filtrats wurden nur zum Aus- 
spiilen des Leitfihigkeitsgefiisses benutzt. Zu Versuch a wurd 
Harnsiiure von E. Merck. Darmstadt. und zu b und © die 
von uns aus Kalisalz dargestellte Harnsiture benutzt. 











Spe eltfahigkelt : : 
de L. ye sel Abzug Molekulare Molekulare 
le= denselhen Mani- . appa 
i PhrOTL WbATIE eT ee Leit! 
puiathonen im emem fiir sheer why ; : 
KR tat ! lawuwer  Mihedaw A; rsuch : keit ohne keit 1 
‘jain aiinaes — Abzug des Abzug 
" Gata oi . Wasser Wassers Wassers ] 
a Stunde 1.0 «x 10—6 6.04 44.66 34.02 
hy 1's Stunden LOX 10 6 0.64 37.11 30.47 
( 3 1.0 10-6 6.64 H).SO 4.16 
Mittel 39,92 2 SS 


Withrend in den einzelnen Versuchsreihen die Werthe 
oft erheblich differiren, stimmen die Mittelwerthe unter Bertick- 
sichtigung der schwierigen Verhiltnisse ganz vorziiglich tiberein. 
Obwohl den medrigsten Werthen die gréssere Wahrscheinlich- 
keit) zugesprochen werden muss, halten wir es doch ftir 
zweckmiissig, aus allen drei Versuchsrethen das Mittel zu 
ziehen und kiinftigen Berechnungen zu Grunde zu legen. Da 
die Harnsiiure eine so schwache Siiture ist, glauben, wir den 
thatsachlichen Verhéltnissen am niichsten zu kommen, wenn 
wir bei Berechnung der molekularen Leitfiithigkeit die specifische 
Leitfiihigkeit des Wassers giinzlich in Abzug bringen. Um 
aber eine Kritik der Zahlen zu erméglichen, haben wir die 







































37 
‘eweilige specifische Leitfihigkeit des Wassers angegeben und 
die Rechnung auf beide Arten ausgeftihrt. 


Molekulare elektrische Leitfihigkeit gesittigter 
wiisseriger Harnsiiurelosungen. 





Ohne Bertick- Nach Abzug 
. sichtigung der der 
‘TSU =Te rs - . . -% 
Versuchsreih Leitfahigkeit Leitfahigkeit 


des Wassers des Wassers 








2 38 97 39 Dt) 
3 BY 34 31.58 
4 39,52 32.88 
Mittel: 39,28 32.24 


ferechnung der Affinitétsconstanten der Harnsaure 
in Wiisseriger Losung, 
Wie schon oben bemerkt wurde, lautet die von 
W. Ostwald fiir die Berechnung der Affinitiitsconstanten 
aufgestellte Gleichung: 
Uy= 
U> (U-~ -Uy) ¥ 
welcher wir «w, und v kennen und w, noch zu bestimmen 
haben. Die molekulare elektrische Leitfihigkeit einer wiisseri- 
ven HarnsiiurelOsung setzt sich additiv aus der Wanderungs- 
veschwindigkeit des Wasserstofl-lons und = derjenigen des 
primaren Harnsiiure-lons (CZH,N ,O,-lons) zusammen. Erstere be- 
ragt nach F. Kohlrausch!) bei 18° 318. Zur Berechnung 
der letzteren benutzten wir die molekulare elektrische Leit- 
luhigkeit des primiiren harnsauren Natriums und Kaliums in 
grosser Verdiinnung bei 18°. 
Primiires harnsaures Natrium: 


ul 63.0 u = §4.2 


2315 


2359 


Mittel: uw o557 = 63,6 


1) Eine iibersichtliche Zusammenstellung der Wanderungsgeschwin- 
Jxeiten einer grésseren Anzahl von Ionen bei 18° findet sich bei 
fF. Kohlrausch und L. Holborn, Das Leitvermégen der Elektrolyte, 
Leipzig, 1898, Seite 200. 

































Die Wanderungsgeschwindigkeit des Natrium-lons bei 
derselben Verdiinnung betriigt nach F. Kohlrausceh 43.3. 
folglich bleiben fiir das primére Harnsiiure-lon (CJH,N,O.-lon 
63.6 —43.3 = 20.3 ber einer Verdiinnung von ca. 2300 Liter. 

Primiires harnsaures Kalium: 
Mens B-E8 cece. = BBO 
Mittel: pt .«., == 64,1 

Die Wanderungsgeschwindigkeit) des Kalium-Ions — bei 
derselben Verdiinnung betriigt nach F. Kohlrausch 63.8, 
folglich bleiben ftir das primare Harnsaure-lon (C,jH,N,O.-lon) 
&4.1—063.8 — 20.3 ber einer Verditinnung von ca. 1250 Liter. 

Da die Zunahme der Wanderungsgeschwindigkeit der 
lonen von $250 Liter zu 2300 Liter nur sehr gering. ist 
sie betriigt z. B. beim Essigsiture-lon nur 0.2 Einheiten —, so ist 
die Uebereinstimmung der aus dem Natrium- und Kaliumsalz 
berechneten Wanderungsgeschwindigkeiten fiir das primire 
Harnsiture-lon eine ganz vorziigliche zu nennen. Die Zunahme 
der Wanderungsgeschwindigkeit des Essigsiiure-lons von 2000 
Liter bis zur unendlichen Verdiinnung betriigt O,9 Einheiten 
und wir werden daher der Wahrheit sehr nahe kommen, wenn 
wir die Wanderungsgeschwindigkeit des primiiren Harnsiure-lons 
(C.H.N,O.-lons) ber 18°=21 setzen. Der Werth uw, nimmt 
in Folge dessen fiir die Harnsiiture in wiisseriger 
Losung bei t8 den Werth 318+ 21=339 an. 

Setzen wir in obiger Gleichung w, = 339, so er- 
halten wir fiir die Affinitétsconstante der Harnsiiure 
in Wiisseriger LOosung bet 18°: 

HiT teego P28 (Ohne Abzug der Leitfihigkeit des 
zur LOsung angewandten Wassers) k=0,00000229 oder 
fir den hundertmal grosseren Werth K=0,000229: 

fiir pepe yg 32,24 (nach Abzug der Leitfihigkeit des 
zur LOsung angewandten Wassers) k=0,00000151 oder 
firdenhundertmal grésseren Werth K=0,000151. Dieser 
letztere Werth soll spiteren Rechnungen zu Grunde 
gelegt werden. 
lly 


Der Dissociationsgrad m—= + 
ila 


| 


betrigt fiir eine gesuttigte 

























wasserige HarnsdurelOsung O,116 ohne Abzug und 0,095 nach 
A\bzug der Leitfiihigkeit des Wassers oder es sind 11.6% 0 bezw. 
Q 5% der Harnsiiure in einer gesiittigten wiisserigen LoOsung 
in das Wasserstoff-lon (H-lon) und in das primiire Harnsiiure- 
lon(CH.N,O.-lon) zerfallen. Dain 1 Liter der bei 18° gesiittigten 
wiisserigen Losung «.3) Mol Harnsiure enthalten sind, betrigt die 
Concentration der Wasserstoff-Ilonen (H-lonen) und der primiiren 
Harnsdiure-lonen (CLH.N,O,-lonen) je 00000175 bezw.0,0000 143 
Mol und die der nicht dissociirten Harnsiiuremolekeln 0,000133 1 
bezw. 0,0001363 > Mol. 


5. Die Zersetzung der Harnsaure in wasseriger Losung. 


Wie schon friiher von anderen Autoren gefunden worden 
war und auch durch unsere” Loslichkeitsbestimmungen  be- 
-tiitigt wurde, erleidet die Harnsiiure in) wiisseriger LOsung 
gewisse Umwandlungen oder Zersetzungen, welche mit = der 
Zeit zunehmen und eine Erhéhung der Loslichkeit zur Folge 
haben. Welcher Art diese Vorgiinge sind, liisst sich gegen- 
wiirtig noch nicht mit Bestimmtheit sagen, doch wollen wir 
an dieser Stelle emige Angaben machen, die sich aus der 
elektrischen Leitfiihigkeit ergeben und fiir weitere Unter- 
suchungen nach dieser Richtung als Anhaltspunkte dienen 
konnen. Aus der ersten Versuchsreihe der Leitfaihigkeitsver- 
suche geht hervor, dass die Zersetzung der Harnsiiure eine 
Vermehrung der elektrischen Leitfihigkeit zur Folge hat. Dies 
kann entweder darauf beruhen, dass die Zahl der lonen ver- 
mehrt wird, oder Jonen mit grosserer Wanderungsgeschwindig- 
kelt entstehen. Da in einer Harnsiiturelosung aber der weitaus 
erossere Theil der Elektriziti#t von den Wasserstoff-lonen 
lransportirt wird und Jonen mit groésserer Wanderungs- 
eeschwindigkeit nicht bekannt sind, kann mit Sicherheit auf eine 
Vermehrung der Tonen in der Losung geschlossen werden. 
Dass diese Vermehrung der Jonen nicht unbetriichtlich ist, 
geht aus der Thatsache hervor, dass im ersten Versuch der 
Schlitten der Messbriicke innerhalb 29 Stunden von 88,6 auf 
S80 Miilimeter verschoben werden musste d. h. es fand eine 
Zunahme der elektrischen Leitfiihigkeit um das ca. 6! efache 














statt. Andererseits beobachteten wir, dass die elektrische Leit- 
fihigkeit einer gesiittigten, filtrirten Harnséurel6sung beim 
Aufbewahren im Leitfiihigkeitsgefiiss abnahm. So betrug z. b. 


die molekulure Leitfihigkeit einer solchen Losung 


sofort gemessen 40.80) 
nach 3O > Minuten 38.44 

A Stunden 22,44 

13) 2 a 29 44 

25 a PS.660 


[in festzustellen, ob jede wisserige Harnsiurel6sung beim 
Aufbewahren dieselbe schnelle Zersetzung zeigt oder ob hier- 
bei die mit Platinschwarz iiberzogenen Elektroden eine Rolle 
spielen, stellten wir eine neue filtrirte Losung her und be- 
stimmnten deren molekulare Leitfihigkeit sogleich nach dem 
Filtriren. Sie betrug 40,66. Dieselbe im Leitfahigkeitsgefiss 
aufbewahrte Losung ging nach 144.2 Stunden auf 30,88 herab, 
wihrend die Messune an emer in einem Glaskolbchen aus 
Jenaer Geriitheglas ebensolange aufbewahrten Probe den bei- 
nahe unverinderten Werth 40,46 ergab. 

Aus diesen Versuchen geht hervor, dass die mit 
Platinschwarz tiberzogenen Elektroden die Zersetzung 
der Harnsdure sehr beschleuntgen. Dieser Umstand ist 
ber der Bestimmung der elektrischen Leittihigkeit) harnsiiure- 
haltiger Losungen wohl zu beachten. Ob die durch das Platin- 
schwarz verursachte Zersetzung eine andere ist, als die 
durch das Wasser allein hervorgerufene, entzieht sich unserer 
Beurtheilung. Die Thatsache, dass in der filtrirten Losung 
die Zersetzung mit einer Verminderung der elektrischen Lett- 
fiihigkeit) einhergeht, steht mit) deren Vermehrung in- der 
wiisserigen Aufschwemmung in’ keinem Widerspruch, da im 
letzteren Falle ein Ueberschuss fester Siiure vorhanden. Ist, 
der in dem Maasse in Losung gehen kann, wie die gelosten 
Harnsiiuremolekeln zersetzt werden. Hierfiir spricht auch die 
oben erwihnte Thatsache, dass die Leitfiihigkeit einer Aul- 
schwemmung um so schneller zunimmt, je Ofter sie umge- 


schittelt wird. 



















6. Schlussfolgerungen. 


Die Ergebnisse vorstehender Untersuchungen konnen wir 
kurz dahin zusammentassen : 

1. Im Gegensatz zu den bisherigen Bestimmungen, nach 
denen das Loslichkeitsverhdltniss der Harnsiure in Wasser bet 
Zimmertemperatur 1:10075 (Behrend und Roosen) bis 1: 16700 
(Blarez und Denigés) betrdgt, konnten wir feststellen, dass sich 
die Harnsdure in reinem Wasser bei 15° im Verhidltniss 1: 59480 
list. In 1 Liter der gesdttigten Lisung sind 0,0253 gq Harn- 
viure enthalten oder in 6640 Litern der gesdttigten Losung ist 
cin Mol 168,2 gq Harnsiure gelost. 

2, Die Lislichkeitsgrenze wird schon nach 1 Stunde erreicht, 
wenn die feinvertheilte Harnsiure mit Wasser geschiittelt wird. 

3. Durch Abkihlen der heissgestttigten Lésung lisst sich 
wegen der leichten Zersetzung der Harnsiure deren Léslichkeits- 
grenze nicht bestimmen. 

4. Die molekulare elektrische Leitfihigkeit einer gesdttigten 
visserigen Harnsdurelisung betrdgt bei 18° 59,28 ohne Beriick- 
sihtiquig der specifischen Leitfihighert des zur Loisung benutzten 
Wossers und 32,24 nach Abzug der specifischen Leitfahigheit des- 
sf lhen, 

5, Die Wanderungsgeschwindigkeit des primdren  Harn- 
vinre-Lons (CH.N O.-Lons) betrigt in wisseriger Lésung bet 18° 21, 

6. Die molekulare Leitfihigheit der Harnsdure in wasseriger 
Lisung bei unendlicher Verdiinnung (ux) betrdgt bei 18° 359. 

7. Die Affinitits- oder Dissociationsconstante der Harnsdiure 
i) wisseriger Losung hetivigt hei 18° K=0,000229 ohne Beriicl- 
ichtiquug der specifischen Leitfihighkert des zur Lésung benutzten 
Husseys und K= 0, 000151 nach Abzuy der specifischen Leit- 
fihigheit desselben. 

S. In einer gestttigten wisserigen Lisung sind 11,6° 0 (ohne 
Ahzug des Wassers) heow. LP 0 (nach Abzuy des Wassers) der 
yelisten Harnsdure in Wasserstoff-lonen (H1-lonen) und primire 
Hurnstinure-Ionen (C,H ,N,O,-Tonen) dissociirt. 

9, In 1 Liter der bet 18° gesdttigten wiisserigen Lisung 


Letrdgt die Concentration der Wasserstoff-lonen (H-Ionen) und 








der primiren Harnsdure-lonen (C,H, N O.-lonen) je O,0000175 Mol 
Coline Ahzug des Wassers) her. O OOOOTES Mol (nach Abzug des 





Wassers). Die Concentration der nicht dissociirten Harnsiuye- 
molekeln betrdgt O,OOOTS31 bezw. 0,000T365 Mol. 

10. Die Angaben Jlterer Autoren, dass sich die Harnesciuye 
her liingerer Beritihrung mit Wasser zersetet und in Folge dessen 
die Lislichkeit grésser wird, kounten wir bestdtigen. 

Be. Die mit Platinschirarz liberzogenen Lleltroden beschlen- 
nig n die Zersetrwniy der Hlarnsdure, und zirar tn der We ISP, 
dass die elektrische Leitfihighert der Losing rermindert wird, 
Befindet sich feste Harnsdure als Bodenkdrper in’ der Lésuny, 
so wird deren Leitfihigheit vermehrt. 

Vorstehende Arbeit) wurde im Laboratorium fiir ange- 
wandte Chemie in Leipzig begonnen und im chemischen 
Laboratorium in Tiibingen fortgesetzt. Es ist uns eine ange- 
nehme Pflicht, Herrn Prof. Dr. E. Beekmann und Herrn 
Prof. Dro Freitherrn von Pechmann auch an dieser Stelle 
unseren Dank fiir das Interesse an diesen Untersuchungen 


auszusprechen, 




















Beitrag zur Kenntniss der peptischen Verdauung. 
Von 
Dr. Hans Malfatti. 


Aus dem Laboratorium fiir medicinische Chemie, Innsbruck, 


(Der Redaction zugegangen am 28. August 1900 


Das Auftreten von Produkten der tieferen Eiweissspaltung 
bei der peptischen Verdauung wurde schon sehr frihe be- 
obachtet.1) Wiihrend aber Hoppe-Seyler die Bildung dieser 
Produkte der verliingerten EKinwirkung des Pepsins zuschrieb, 
wurde spiiter nach dem Vorgange von Kiihne und Neu- 
meister das Auftreten tryptischer Verdauungsprodukte bei der 
Magenverdauung auf Verunreinigung der extrahirten Magen- 
schleimhaut bezogen.?) Die im Folgenden zu beschreibenden 
Beobachtungen diirften als Stiitze der ilteren Anschauung 
dienen, 

Um das Auftreten tryptischer Eiweissspaltung nachzu- 
weisen, diente mir die Rothfiirbung mit Bromwasser. Die 
Versuchsanordnung war letzterhand folgende: Eine 1 °/oige gut 
uusgekochte und wieder abgektihlte LOsung von Witte schem 
Pepton wurde mit dem zu priifenden Ferment versetzt, wenn 
Hothig neutralisirt oder ganz schwach angesiiuert, davon je 


1) Physiol. Chemie, Bd. Ii, S. 228; cf. A. Hirschler (Zeitschr. f. 
Physiol, Bd. IL, S. 34); H. Winternitz (ibid., Bd. XVI, S. 464). 

¢) Auffallende Befunde, wie die von Lawrow (Zeitschr. f. physiol. 
Chemie, Bd. XXVI, S. 513), der Fibrin durch das Dialysat von Schweins- 
mageninfus verdaute und dabei beobachtete, dass fast die gesammte 
“iwelssmenge im Verlauf von wenigen Wochen in krystallinische Pro- 
cukte tbergegangen war, sind wohl sicher auf solche Verunreinigungen 
zuruckzufiihren. 














5 com, (sammt dem etwa entstandenen Niederschlage) — in 
12 Eprouvetten vertheilt) und durch passenden Zusatz von 
verdiinnten Soda- bo © Salzsiiureldsungen auf einen Gehalt 
von O28, O16, 0.09% 0 kohlensauren Natrons, anderseits 
von 0, 0,04, 0,08, O11, 0,14, 0,19 und 0,22 ° 


siiture gebracht und ber Bruttemperatur hingestellt. Um = Pilz- 


io sSalz- 
entwickelung hintanzuhalten, wurde in jede Eprouvette etwas 
Chloroform, in Aether gelOst, gebracht. Es wird niimlich auf 
diese Weise die ganze Fliissigkeit gleichmiissig und langsam 
mit dem oben aufschwimmenden Chloroform gesittigt.  Beim 
Stehen von in gewohnlicher Weise mit Chloroform gesiittigten 
Losungen ino nur lose verschlossenen Gefiissen kann es ge- 
schehen, dass das Chloroform aus den obersten Schichten ver- 
damptt, bevor Sterilisation eingetreten ist: ich habe in solchen 
Proben ofters Pilzentwickelung auftreten sehen, bet den mit 
Acther-Chloroform  sterilisirten Proben aber kaum je einen 
Misserfolg gehabt. 4) 

Nach 2--3 Tagen wird dann der Inhalt der Eprouvetten 
mit Bromwasser gepriift. Man gibt das Bromwasser auch 
hier tropfenweise hinzu, verbraucht aber im = Verhaltniss zu 
den ber der Eiweissverdauung durch Trypsin gewohnten Ver- 
hiltnissen ziemlich viel davon, bis die Rothfiirbung auftritt. 
Mit) grosserer Bequemlichkeit und ebenso sicher) kann dic 


1) Fs ist tbrigens fiir diese Versuche eine strenge Antisepsis nic! 
nothig tin nimlich die Zuverlisshchkeit der Reaction mit Brom als 
Zeichen fiir tryptische Verdauung zu priifen, habe ich eine sehr grosse 
Anzahl [S82) verschiedener Bacterienarten unter den hier in betra 
kommenden Bedingungen (natiirlich ohne Chloroform) auf Tryptopnan- 
Bildung gepriift. In keinem Falle konnte ich vor Ablauf des dritte 
Tazes Bromreaction finden. Dann trat bei einigen Sarcinen (und einen 
Wasserbacterium aus dein Kieler Hafen) die Bromrection auf, wihrend 
nach Abblauf des vierten und fiinften Tages bei ziemlich vielen Bacterien- 
arten Tryptophan nachweisbar war. Das stimmt itiberein mit dem so 
hiiufig gemachten Befunde von Tryptophan in alten Bacterienculturen. 
hauptsichlich bei der Untersuchung von Massenculturen. Man darf wohl 
annehmen, dass bei den untersuchten Bacterien wiihrend des Lebens 
Tryptophan nicht aus Eiweiss gebildet, bezw. wieder aufgebraucht wird, 
dass aber aus den absterbenden Bacterien tryptisches Ferment aus- 


celaugt wird und dann Eiweiss spaltet. 











Reaction erzeugt werden durch tropfenweisen Zusatz einer 
Losung von unterchlorig- oder bromigsaurem Natron zu der 
angesiiuerten Probefliissigkeit. 

Wenn man nun in der angegebenen Weise verschiedene 
Pepsinpréparate prift, so kann man Folgendes beobachten. 
Nimmt man Glycerinextracte oder dialysirte Infuse von Magen- 
schleimhaut, so tritt sehr bald Rothfarbung der alkalischen 
und ganz schwach sauren, bei lingerer Dauer des Versuches 
auch der stirker sauren Proben bet Bromzusatz auf.  Solche 
Priiparate enthalten immer Trypsin. 

Man kann das Trypsin zerstoren, wenn man die (eiweiss- 
armen) Priiparate lingere Zeit in kraéttig saurer LOsung digerirt. 
Priift man jetzt wieder, so tritt eine auffallende Erscheinung 
auf: die alkalischen und ganz schwach sauren Proben gaben 
keine) Rothfirbung, wohl aber die Proben mit dem = Siure- 
vehalt bis zu O0,2° 0. Diese Tryptophanbildung kann nicht von 
Trypsin. herruhren. In so eiweissarmen. Fliissigkeiten wirkt 
namlich ‘Trypsin bet ca. O,1%o Siuregehalt nicht spaltend, 
zudem lassen sich die geringsten Mengen von solchen Proben 
absichtlich = zugesetztem Pankreas-Trypsin, leicht) durch die 
Spaltung auch der alkalischen (hiiufig nur der schwacher 
alkalischen) Proben erkennen. 

Andererseits ist der entstehende Farbstoff wohl sicher 
als Proteinochrom anzusprechen. Er ist in’ Wasser unloslich, 
in Alkohol lOslich, zeigt das spectroskopische Verhalten des 
Protemochroms, auch Schwefel konnte nach erfoleter Schmel- 
zung mit Salpeter darin nachgewiesen werden. 

Ks handelt sich also um die Bildung von Tryptophan in 
schwach saurer Losung durch Magenpepsin, wodurch = sich 
dieses den bei Pflanzen, speciell bei Pilzen gefundenen peptischen 
lermenten an die Seite stellen wiirde, oder durch ein dem 
Pepsin anhiingendes besonderes Ferment. Die erstere — Hoppe- 
Sevler sche — Ansicht, ist die wahrscheinlichere. Es gelang 
inir namlich nicht, die beiden Fermente zu trennen. Bei der 
Reimgung des Pepsins nach Briicke bezw. Sundberg?) wird 


1, Zeitschrift f. physiol. Chemie, Bd. IX, 5. 319. 











das supponirte Ferment zwar geschwacht, aber nicht vom 
Pepsin getrennt, durch alle Einwirkungen aber, welche da: 
Pepsin zerstoren, wurde es gleichfalls zerstort. 

Giegen diese Ansicht aber spricht, dass es sehr kriftige 
peptische Wirkungen gibt, ohne dass die beschriebene Brom- 
reaction aufzufinden wire. Zum Beispiel gibt das Griibler sche 
Pepsinum sicc. puriss. manchmal keine, manchmal nur eine 
sehr undeutliche Bromreaction. Am auffallendsten zeigt sich, 
dieses Verschwinden des einen Ferments, oder vielleicht besser 
der einen fermentativen Eigenschaft bei der Reinigung des 
Pepsins durch Bleifallung nach Pekelharing.? 

Um das Pepsin nach Pekelharing darzustellen, ist es 
zu empfehlen, die sorgfiiltigst filtrirte Verdauungsfliissigkeil 
nicht direkt zu dialvsiren, sondern zuerst nach Briicke aus- 
gutillen, indem man zweckmiissig zuerst nur mit Kalkmilch 
neutralisirt, und in der durch Decantation vom entstandenen 
Niederschlage, der den gréssten Theil des Pepsins enthilt, ge- 
trennten Fltissigkeit durch abwechselnden Zusatz von Phosphat 
und Chlorcalcium neue geringe Miederschlage erzeugt. Die 
erhaltenen Fillungen werden in Salzsiture gel6st und (nach 
ingerem Stehen in der Brutwarme zur Zerstorung des Trvpsins) 

ind dialvsirt. Man erhdlt so sehr reichlich den Pekel- 
haring schen Pepsinniederschlag. 
kann die Losung dieses Pepsins wiederholt derselben 
Behandlung unterwerten, ohne dass das tryptophanbildende 
Ferment verschwindet, wenn aber eine solche Lo6sung nac! 
vorsichtiger Neutralisation mit Bleiessig und Ammoniak ge- 


+ 


fallt. dann das Ferment aus dem Bleiniederschlage durch be- 


] | ‘ 
‘ " , > Wn? 
handeln Tih 


Oxalsiiure, und von dieser durch Dialvse_ befreit 
wird, so ist das tragliche Ferment ganz oder bis auf Spuren 
verschwunden, kriftige peptische Wirkung aber noch vor- 
handen. 

Auch der Versuch, eine Verschiedenheit der beiden Fer- 
mente dadurch zu constatiren, dass ausser dem Tryptophan 
auch andere krvstallinische Produkte aufgesucht wurden, einer- 


Zeitschrift f. physiol. Chemie, Bd. XXII, 3. 233 





























-eits in einer Verdauungsprobe, in) welcher Tryptophan auf- 
setreten war, andererseits in einer solchen, in welcher durch 
ue Wahl des Pepsinpriiparates (Griibler), besonders aber 
lurch die Stiirke der angewendeten Siiure (O.4—0.6° 0) die 
Tryptophanbildung hintangehalten worden war, ergab— kein 
esultat. In beiden Fallen traten namlich reichlich krystal- 
linische Produkte auf, unter denen leicht Leucin und Tyrosin 
und durch Phosphorwolframsiiure fillbare Basen nachweisbar 
waren. Die letzteren lessen sich dureh die Silberfiillungen 
und Pikrinsiure nach Kossel in die Histidin-, Arginin- und 
eine auffallend sparliche Lysinfraction trennen. Die Analyse 
ler erhaltenen Produkte wird durch die Unmoglichkeit, die 
verhiltnissmissig geringen Substanzmengen in analysenreine 
krystallisirte Form zu bringen, vereitelt. Uebrigens enthialt, 
wie sich nachtriglich herausstellte, auch das Witte’sche Pepton 
eeringer Menge dieselben Substanzen. 

Ich will darum nur kurz das Verfahren angeben, nach 
weichem ich die krystallinischen Substanzen von den Peptonen 
trennen versuchte. 


te 


Ausser den vier von Pick?) beschriebenen Albumosen- 


ractlonen fand sich constant in der ammonsulfatgesittigten 


‘ 


chiwefelsauren Losung eine weitere von der Pick’ schen 


raction TV verschiedene Albumose, die sich durch Féillen mit 
viel Ammoniak ausfiillen lisst. Die Substanz zeichnet sich 
von Pepton befreit durch ihre relative Schwerloslichkeit 

i) Wasser und ihren Reichthum an locker gebundenem Schwetel 
ix. Die Peptone und Reste von Albumosen, welche in der 

-lzgesiittigten Fliissigkeit dann noch gelést sind, werden durch 
vorsichtigen Zusatz von ganz concentrirter Eisenchloridlosung 
ier nach dem Vorgange von Siegfried?) mit Eisenoxyd- 
nmonsulfat als isabellgelber Niederschlag ausgefiillt. Die 


issigkeit darf dabei nur ganz schwach sauer werden und 
rd nach dem <Abfiltriren des Niederschlages nochmals mit 
hisensalz und Ammoniak behandelt, um weitere Antheile der 


1, Zeitschrift f. physiol. Chemie, Bd. XXIV, S. 246 
~) Zeitschrift f physiol Chemie. Bd. XXVIL S. 3 
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Peptone zu fallen. Das Filtrat wird zuletzt, wenn nothig, 


durch Ammontiakzusatz vom Eisen befreit: durch vorsichtiges 
Kindampfen bet niederer Temperatur und Auskrystallisiren- 
lassen ein grosser Theil des Ammonsalzes entfernt. Eine 
weitere Menge des Ammonsulfats wird durch Zusatz von 
Methvlalkohol weegeschafft: dieser verdient nimlich den Vor- 
zug vor dem Aecthvlalkohol, weil er das Salz als Krystallpulver 
austillt und nicht Anlass zur bekannten Schichtenbildung 
gibt. Der Methyvlalkohol wird abdestillirt und aus dem Riick- 
stund das noch vorhandene Ammoniak entfernt, indem man 
die Fliissigkeit) in’ flachen Schalen bet gelinder Temperatiu 
portionenweise mit Barvtlauge versetzt. wihrend gleichzeitig 
mit Hilfe eines Abzugkamins oder iihnlicher Vorrichtungen 
ein krittiger Luttstrom dariiber gesaugt wird. Den tiber- 
<chiissigen Baryvt entfernt man durch Schwefelsiure und kann 
nun die verschiedenen Produkte in tiblicher Weise zu trenne: 


versuchen., 























Die Kohlehydratgruppe des krystallisirten Ovalbumins. 
Von 


Dr. Leo Langstein aus Wien 


\us dem physiologisch-chemischen Institut zu Strassburg. Neue Folge Nr. 38.) 


(Der Redaction zugegangen am 6. September 1900. 


I. 


Unsere Kenntnisse von den Atomgruppen, die sich an 
lem Aufbau der verschiedenen Eiweisskorper betheiligen, sind 
zunn grossten Theil das Resultat von Untersuchungen, die an 
on der Natur ino reichlicher Menge dargebotenen, jedoch 

ht die Gewihr der Einheithchkert bietenden Rohstofien an- 
eestellt wurden. Und doch ist) gerade die absolute Reimbheit 
les A\usgangsmaterials eine unerliissliche Voraussetzung, sobald 
es sich darum handelt, aus den Produkten, die wir bei der 
spullung bestimmter Stoffe erhalten, sichere Schitisse auf deren 
hemischen Aufbau zu ziehen. In diesem Sinne wird es gewiss 
einen Fortschritt in der Eiweisschemie bedeuten, wenn die 
visher vorliegenden Untersuchungen an nachweislich reimen 
Kiweisssubstanzen wiederholt werden, wie wir solche derzeit 
den krystallisirten pflanzlichen Globulinen, im krystallisirten 
Ovalbumin und Serumalbumin besitzen. 

Auch die Frage nach der Kohlehydratgruppe des Oval- 
Humins hat deswegen eine befriedigende Lo6sung noch nicht 
telunden, weil die Thatsache, dass das bet den betreffenden 
Untersuchungen verwendete Ausgangsmaterial kein einheit- 

es war, die Sicherheit der gefundenen Resultate beein- 
chtigte. Abgesehen von der Fehlerquelle, die das dem 


1? 
{)} } 


bumin anhaftende und schwer zu beseitigende Ovomucoid 


’ 
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mit sich bringt. ist das Eiweiss, welches bei derartigen Unter- 
suchungen das Ausgangsmaterial bildete, ein Gemenge mehrerey 
KiweisskOrper, wenn auch darin das Ovalbumin_ betrichtlich 
liberwiegt.! 

Ich kann hier von einer ausftihrlichen Besprechung der 
ganzen bisher vorliegenden Litteratur tiber die von Payvy?) neu 
angeregte Frage nach der Kohlehydratgruppe der Eiweisskorper 
umsomehr absehen, als sie vor Kurzem durch Blumentha! 
iibersichtlich zusammengestellt worden ist. Teh moédchte nur 
die neueren Angaben herausgreifen, die speciell auf die Kohtle- 
hyvdratgruppe des Ovalbumins bezug haben. 

(Th. MOrner.4) welcher in dem Ovomucoid des Eierklars 
eine reiche Quelle reducirender und osazongebender Substanz 
eefunden hat, gelang es nicht, aus dem Ovalbumin Zucke) 
abzuspalten, 

Kbenso fand Spenzer,®) dass gewohnliches, nicht weite: 
cereinigtes Htihnereiweiss em Osazon. liefert, wenn das Ver- 
fahren von Payvy zur Aulfindung von Zucker unter den 
Spaltungsprodukten der Proteinstoffe angewendet wird, nicht 
aber das gereinigte. 

Diesen negativen Ergebnissen stehen zahlreiche positive 
segentiber, 

Krawkow®) gelang es, aus coagulirtem und durch lang- 
dauerndes Waschen mit Wasser gereiigtem Ovalbumin nac! 
Spaltung mit verdiinnten Siiuren em Osazon zu erhalten, das 
er als Glukosazon anspricht. 

Dlumenthal®, erhielt aus durch Siedehitze coagulirtem 
Ovalbumin, das er nach dem Auswaschen mit Kalilauge wieder 


In Losung gebracht und durch Essigsiiure gefallt hatte, eu 


Pavy, Physiol. of the Carbohydrates, London 1894. 

slumenthal, Deutsche medicin. Wochenschrift. 1899, 5. 49- , 

1 C. Th. Mérner, Centralbl. f. Physiol. 1895, Bd. VIEL. ( 
Skandin. Archiv. Bd. VI. 3s. 332. 

5 Spenzer, Zeitschr. f. physiol. Chemie, Bd. XXIV, 8. 35+. 

6) Krawkow, Ptliigers Archiv, Bd. LXV, 1897. 


[SYS. 


1, Vel. Schutz, diese Zeitschrift, Bd. XXX, 8S. 3. 
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— Blumenthal, Charité-Annalen, 
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(j<azon, das deutliche Drehung zeigte. Es konnte ebensowohl 
Galaktosazon als auch Glukosazon sein. 

Eichholz!) erhielt aus Ovalbumin, das er aus sehr ver- 
liinnter Losung coagulirt und tagelang gewaschen hatte, das 
Qsazon der Glykose. 

Seemann,?) dem es gelang, aus dem Mucoid— des 
Hiihnereies ein Kohlehydrat abzuspalten, das er mit Glyko- 
-amin identificiren konnte, glaubt das gleiche Kohlehydrat 
auch aus Ovalbumin durch Spaltung erhalten zu haben: er 
ixst diesen Punkt jedoch unentschieden, weil er die Még- 
Hchkeit nicht auszuschliessen vermag, dass das Glykosamin 
yon dem dem Ovalbumin noch anhattenden Mucoid herriihrt. 

Ganz allein steht die Angabe von Weiss.3) der aus 
nach Pavy’s Methode verarbeitetem Ovalbumin das Osazon 
ier Methylpentose wie den Zucker selbst erhielt. 

Hofmeister?) fand, dass das krystallisirte Kieralbumin 
ein kohlehydratreicher Eiweisskorper ist, der beim Kochen 
mit verdiinnten Siiuren einen Theil seines Kohlehydrates ab- 
spaltel. Er schatzt aus der Menge des erhaltenen Osazons 
en gesammten Kohlehydratgehalt auf ca. 15°. Ueber die 
Natur des Kohlehydrateomplexes  spricht) sich Hofmeister 
nicht weiter aus. 

Fassen wir vorliegende Angaben zusammen, so sehen 
wir, dass eine Einigung in der Frage nach dem Kohlehydrat- 
complex des Ovalbumins nichts weniger als erreicht ist.) 


1) EFiehholz, Journal of Physiol, Bd. XNIIL. 
2) Seemann, Inaugur.-Dissert.. Marburg 1898. 
O. Weiss. Centralbl. f. Physiol. 1898. 

4 KF. Hofmeister, Ueber jJodirtes Eieralbum., Zeitschr. f. physiol, 
mie, Bd. XXIV. 

>) Bemerkenswerth in dieser Richtung ist die Art, wie Pfluger! 
vorliegenden Thatsachen zusammenfasst. 

fr bemerkt hinsichtlich der Beziehungen des Ovalbumins zu den 
proteinen: «<Diejenige Gruppe der Glykoproteine, zu denen das 
bumin gehort, gilt nicht fiir sicher, einmal wegen unreinen Ausgangs- 

tls und dann, weil das Ovalbumin aus glykosid- (ovomukoid-) 


r Losung auskrystallisirt worden ist. weil so zuverlassige Chemiker, 





Organ. Chemie, Richter, 1900 

















Kinerseits wird die Thatsache, dass sich ein solcher aus 
dem Ovalbumin abspalten lasse, tiberhaupt geleugnet, anderer- 
seits herrscht bet denjenigen Autoren, denen eine solche Ab- 
spaltung gelang, keine Uebereinstimmung in der Charakteri- 
sirung des abgespaltenen Complexes. 

Bei meiner Untersuchung, die eine endgiltige Klarung 
dieser Frage bezwecken sollte, bin ich von nach Hopkins 
und Pinkus?) krystallisirtem Ovalbumin ausgegangen. Durch: 
die Eigenschaft. des Ovomucoids, aus mit Ammonsulfat  halb- 
gesiiltigter Losung bei Siiturezusatz nicht auszufallen, ist) be 
wiederholtem Umkrystallisiren) des Ovalbumins eine Verun- 
reinigung damit ausgeschlossen, wie denn andererseits dieses 
Verhalten des Ovomucoids die reichliche Ausbeute von. kry- 
stallisirtem Eleretweiss bei der Darstellung nach dem von 
Hopkins und Pinkus angegebenen Verfahren erkliiren diirfte. 


II. Darstellung der Kohlehydratgruppe aus krystallisirtem Ovalbumin 


Die Menge des von mir verwendeten krvystallisirten Oval- 
bumins betrug ungefihr 100 ¢@ (aus 4 |. Elerklar).  Dasselhe 
wurde durch dreimaliges Umkrystallisiren von allen amorphen 
Bermengungen befreit, durch Alkohol coagulirt, sorefiiltig aus- 
cewaschen und nach Trocknung bet 110° staubfein gepulvert. 

Ber der Abspaltung der Kohlehydratgruppe hielt ich mich 
im Wesentlichen an das von Seemann?) angegebene Ver- 
fahren, 

Fiir Vorversuche wurden je 5 ¢@ krystallisirtes Ovalbumin 
nach vorhergehender Quellung in Alkali mit 100 cem. 3° 0 iger 
Salzsiiture im omit Riickflusskiihler versehenen Koélbchen durch 
mehrere Stunden auf dem Sandbad erhitzt. Nach je eine! 


Stunde wurden der Fliissigkeit 10 cem. entnommen und der 


wie Morner und Spenzer. aus gereinigtem Ovalbumin kein Kohlehydra' 
erhalten konnten, und weil die Glykoproteine durch procentische Zu- 
sammensetzunge und sonstige Reactionen mit kohlehydratfreien Fiwelss- 
stofien vollstiindig tbereinstimmen.» ) 

1) Hopkins und Pinkus, Journal of Physiol., Bd. XXIIf, 5. 150 
und Bd. XXV, S. 306. 

2 Seemann. Inaugur.-Dissert.. Marburg 1898. 
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Kohlehydratgehalt in diesen mittelst Fehling’scher Losung 
hestimmt. 

Die maximale Ausbeute an Kohlehydrat erhielt ich nach 
vierstiindigem Erhitzen. Der Kohlehydratgehalt der Fliissigkeit, 
auf Dextrose gerechnet, betrug dann 7°o. Wurde der zuriick- 
hleibende Eiweissschlamm einer nochmaligen — einstiindigen 
Siiurewirkung unterworfen, konnten noch 1'/2° 0 Kohlehydrat 
abgespalten werden. Der gut ausgewaschene Riickstand gab 
iedoch noch starke Kohlehydratreaction, ohne dass durch fort- 
cesetztes Erhitzen mit verdiinnter Siure eine weitere Ab- 
spaltung gelang. 

Von wesentlichem Einfluss auf eine moglichst ergiebige 
Kohlehydratabspaltung erwies sich, wie schon Seemann be- 
merkte, die der Siurewirkung vorhergehende Quellung in 
Alkali. Meine besten Resultate erhielt) ich durch eine so 
energische Quellung, dass das Ovalbumin zu einer Gallerte 
cestand. 

Zur Charakterisirung des abspaltbaren Kohlehydrates 
wurde die Hauptmasse des Ovalbumins in Portionen von je 
25 g nach vorhergehender Quellung in Kalilauge mit !/2 Liter 
3° oiger Salzsiure im mit Riickflusskiihler versehenen Kolben 
auf dem Sandbade 4—5 Stunden lang im Sieden. erhalten. 
Dauber nahm die Fliissigkeit einen leicht gelblichen Farbenton an. 

Vom ungelésten Riiekstand wurde abfiltrirt und = das 
neutralisirte Filtrat, ohne dass vorher die in Loésung befind- 
lichen Eiweisskorper entfernt worden wiiren, nach Baumann!) 
benzovlirt. 

Dabei trat nur miissige Erwiirmung, auch keine KRoth- 
flirbung ein, wie sie Seemann bei seinen Benzoylirungs- 
versuchen bemerkte. Nach Neutralisation der Benzoylirungs- 
liissigkeit wurde das reichlich ausgeschiedene Benzoylprodukt 
absitzen gelassen und durch Absaugen von der Fliissigkeit 
getrennt. Es wurde mit verdtinntem Ammoniak und Wasser 
gewaschen und stellte danach eine gelblichweisse sprode Masse 
dar. Dieselbe wurde getrocknet, in heissem absoluten Alkohol 


1) Baumann, Ber. XIX, S. 3218. 











digerirt, wobei sie sich fast vollstindig in diesem liste. Von 
dem sparlichen ungelosten Riickstand wurde abfiltrirt und die 
heise gelbgefarbte alkoholische Lésung auf dem Wiasserbad 
allmahlich erkalten gelassen. Dabei fiel in den ersten Stunden 
ein) welsser amorpher Niederschlag aus, der abfiltrirt und 
nach Waschen mit heissem absoluten Alkohol getrennt unter- 
sucht wurde. 

Kr war in den meisten Lésungsmitteln unléslich, mit Ausna 
von Eisessig, in dem er sofort zerfloss. Krystallisirt konnte ich ihn nicht 
halten. Er gab keine Biuretreaction. mit Alkali und Bletaceta! 
Wasserbad erhitzt spalteté er reichlich Sehwefel ab. Ich versuchte nun 


diesen Korper, der also den Benzoviester eines an locker gebundenem 


Schwefel sehr reichen Spaltungsproduktes des krystallisirten Ovaibumins 
darstellt, mit coneentrirter Salzsiiure im zugeschmolzenen Ro 
spaltet Nach mehrstiindigem Erhitzen bei 100° wurde erkalten ge- 
lassen. die ausgeschiedene Benzoesiiure abfiltrirt. die rothbraun 


Losung mit Aether ausgeschiittelt und im Vacuum idber Kalistii 
ngeengt. Aus dem zuriickbleibenden schwarzbraunen Syrup krys 
sirten spirliche kleine Nadeln. Eine in Wasser geléste Probe dieses 
Syrups enthielt: reichlich abspaltbaren Schwefel; eine andere cab 
Nitroprussidkaliu eine mooserune, sotort verschwindende Farbenre 


die Cysteinreaction mit Eisenchlorid fiel negativ aus. Zu emer 


j 


Die nach Abtiltriren des eben besprochenen Korpers ¢ 


haltene klare alkoholische Losung triibte sich nach ca. 12 Stunde 


neuerdings, und es fielen makroskopisch gut) wahrnehmbuar 
seidenglinzende Nadeln aus. die stellenweise federbuschartig 
angeordnet waren, untermischt mit spirlichen amorphen Kriimetin 
Nach ungefahr dret Tagen war die Abscheidung der Krvstalle 
beendet. Site wurden durch Absaugen von der Mutterlauge 
befreit. Die Trennung derselben von dem = mitausgefallenen 
amorphen Niederschlag gelang nur schwer. Durch tagelange 
Extraction mit kaltem absoluten Alkohol, in) dem sich die 
Nadeln, obgleich schwer, lésten, nicht aber der amorphe 
Korper, kam ich, wenn auch unter Verlusten, zum = Ziel. 
Die alkoholische Losung der Krystalle wurde an der Lut 
verdunsten gelassen, wobei sich ca. '2 cm. lange welss¢ 
seidengliinzende Nadeln ausschieden. 

Der Schmelzpunkt derselben ergab sich zu 202—2005". 








Der Stickstoffeehalt, an einer kleinen Menge Substanz 
0.0312 g) nach Kjeldahl! bestimmt, betrug 1,962°o. Dieses 
Verhalten erlaubt den Schluss, dass Pentabenzovlglvkosamin 
vorliegt. Fir dasselbe fand Pum!) nach wiederholtem Um- 
krystallisiren aus heissem Alkohol einen Schmelzpunkt von 
2938 und einen Stickstoffgehalt von 2.00°%/o. 

Ich versuchte nun, dem Verfahren von Seemann folgend, 
aus den Mutterlaugen den Zucker selbst abzuspalten. Die 
alkoholische Mutterlauge wurde in grosse Mengen destillirten 
Wassers gegossen, wobei sich das Benzoylprodukt zuerst in 
weissen Flocken absetzte, jedoch bald kérnig wurde. Es 
wurde abfiltrirt, mit heissem Wasser gewaschen und im zu- 
ceschmolzenen Rohr mit Salzsiiure vom specifischen Gewicht 1,1 
lurch 24 Stunden auf 100° erhitzt. Nach dem Erkalten wurde 
von der in der gelbgefiirbten Salzsiture massenhaft  aus- 
eeschiedenen Benzoesiiure abfiltrirt, und die Salzsiiure, nachdem 
~ie mit Aether energisch ausgeschiittell worden war, ber ca. 60° 
abgeraucht. Aus dem = zuriickbleibenden braunen Syrup— kry- 
<tallisirte neben geringen Mengen Kochsalz und Jangen Nadeln 
(ryps?) ein Korper, Anfangs in Sphenoiden, spiater in rhom- 
bischen Platten. Der braune Syrup wurde in absolutem 
Alkohol gelOst) und von den ungelésten Krystallen  abfiltrirt. 
Diese wurden aus salzsiturehaltigem Wasser umkrystallisirt, 
wober sie mehrere Millimeter im Durchmesser erreichten. 

Dieselben boten jedoch, wie eine von Herrn Prof. Bruhns 
am hiesigen mineralogischen Institut) vorgenommene Unter- 
suchung lehrte, nicht die aus Ledderhose’s?) Arbeit tiber 
Glykosamin bekannten charakteristischen Formen dar, zeigten 
vorwiegend Zwillingsformen und, soweit dies untersucht werden 
konnte, ein abweichendes optisches Verhalten. 

War somit auf diesem Wege eine Identification meiner 
Krystalle mit salzsaurem Glykosamin nicht moglich, so gelang 
“ie doch auf dem Wege der Analyse: 


1, Pum, Ueber d. Benzoesaureester des Glykosamins, Monatshefte 
Chemie, Bd. XII. 
*) Ledderhose, Zeitschr. f. physiol. Cemie, Bd. IV, 5. 142. 




















































Gefunden Jerectinet 





f 33,01 °%/o C 33,34 °%o C 
6.593 °%o H 6.49% 0 H 


O.113 ¢ sSubstanz enthielten 6.38%) N 6.49%) N 


0.1166 ¢ Substanz enthielten 


Es kann demnach an der Identitit) der gefundenen 
Krystalle mit) salzsaurem Glykosamin kein Zweifel bestehen. 

Aus dem abweichenden krystallographischen Verhalten 
weitere Schitisse zu ziehen, etwa auf ein stereoisomeres Glyko- 
samin, wire verfriht: fiir eine Untersuchung des optischen 
Verhaltens der Krystalle reichte mein Material nicht. 





Aus meiner Untersuchung geht demnach unzweifelhaft 
hervor, dass das Glykosamin am Aufbau des— krvstallisirten 
Ovalbumins bethetligt ist. 

Die Frage, ob es den einzigen Kohlehydratcomplex darin 
darstellt, ist damit) freilich nicht entschieden. Dai jedoch 
andere benzovlirte Kohlehydrate nicht aufzufinden sind, so 
scheint mir diese Auffassung zur Zeit die am = meisten  be- 
rechtigte. Berechnet man auf Grund des fiir das gespaltene 
Kiweiss gefundenen Reductionsvermbgens den vermeintlichen 
Gehalt an Glykosamin, so ergibt sich etwa 10—11°% 0,4) wobe 
noch zu beriicksichtigen ist, dass eine ganz befriedigende 
Abspaltung des Glykosamins durch Siiure nicht zu erzielen ist. 

In dieser Richtung ist bemerkenswerth, dass es mir 
weder durch Spaltung von krystallisirtem Ovalbumin mit con- 
centrirter Salzsiiure, noch mit concentrirter Salzsiiure und 
Ainnchlorir (80 ¢ Zinnchloriir auf 50 com. Salzsiiure) gelang, 
aus dem Eiweiss Kohlehydrat zu erhalten. Bei Spaltung mil 
concentrirter Salzsiure trat reichliche Melaninbildung auf, be! 
Anwesenheit von Zinnehloriir blieb die Fliissigkeit klar (sie 
zeigte nur einen rothlichen Farbenton), gab jedoch hinterher 
nicht die Spur einer Molisch’schen Reaction. 


1, Nach Ledderhose!’) sind zur Reduction von I cem. Fehling’sche: 


Losung 5.986 mg salzsaures Glykosamin erforderlich; nach meiner Be- 
rechnung 6,003 meg. 


Ledderhose, Zeitschr. f. physiol. Chemie, Bd. IV, S. 146. 

















Um fiir dieses Verhalten eine Erklérung zu finden, 
wurden folgende Versuche angestellt: 

I. Erhitzen von salzsaurem Glykosamin mit) concen- 
trirter Salzsiure mehrere Stunden lang auf dem Sandbade. 

Il. Mehrstiindiges Erhitzen von salzsaurem Glykosamin 
mit concentrirter Salzsiiture unter Zusatz von Zinnchlorur. 

WI. Mehrstiindiges Erhitzen von salzsaurem Glykosamin 
unter Zusatz von Chlorammonium. 

Im ersten Versuch briitunte sich die Lésung, doch blieb 
das Glykosamin sicher zum grossten Theil unverandert. 

Im zweiten Versuch blieb die Salzsiiure farblos und das 
Glykosamin unverandert. 

Im dritten Versuch fiirbte sich die Salzsiure bald dunkel- 
schwarz unter reichlicher korniger Abscheidung eines schwarz 
cefiirbten Produktes. 

Nach diesem Ergebniss ist fiir die negativen Resultate 
der Versuche, aus Ovalbumin durch concentrirte Saure Kohle- 
hydrat abzuspalten, die Erklirung dadurch gegeben, dass 
es das durch starke Siéure aus dem Eiweiss abgespaltene 
Ammoniak ist, welches die Reaction in einem anderen Sinne 
verlaufen liésst, bei Einwirkung von concentrirter Siiture allein 
unter Bildung schwarzgefiirbter, bei gleichzeitiger Anwesenheit 
von Zinnchloriir unter Bildung farbloser Produkte. 

Meine Untersuchung iiber die WKohlehydratgruppe der 
Liweisskorper gedenke ich auf das krystallisirte Serumalbumin 
wuszudehnen und werde seinerzeit dariiber berichten. 








Ueber einige Bedingungen der Ptyalinwirkung. 
Von 
Dr. T. Maszewski. 


Aus dem Laboratorium des Wola-Krankenhauses zu Warschan. 


Der Redaction zugegangen am 7. September 1900. 


Obwohl man schon von vielen Seiten) die Bedingungen 
der Fermentwirkung im Allgemeinen und der Wirkung dei 
Verdauungsenzyme im Speciellen untersucht hat, so dass die 
Frage fiir einigermaassen abgeschlossen angesehen werden 
kOnnte, so mehren sich doch andererseits in der Litteratur die 
Hinweise, dass sich in dieser Richtunge neue Gebiete fiir die 
Untersuchung eroffnen. Unter Anderen ist neuerdings Bier- 
nacki't) ber semen Beobachtungen tiber das glykolytische 
Ferment des Blutes zu einigen unerwarteten Ergebnissen ge- 
langt. Dao nun das glykolytische Ferment, beziehungsweise dic 
fegenwirtig so viel besprochenen «Oxvdationsfermente» mit 
den Verdauungstermenten viel Gemeinsames besitzen sollen, so 
erschien es mir wtinschenswerth, zu erfahren, ob die in Bezug 
auf das glykolytische Enzym festgestellten Thatsachen auch be! 
den Verdauungstermenten wiedergefunden werden konnen. In 
erster Lime interessirte mich hierber das Ptyalin, welches 
unter den Verdauungsfermenten dem = glykolytischen) Ferment 
des Blutes an die Seite gestellt werden. dart. 

Folgende Fragen waren in Bezug auf das Ptyalin zu be- 
antworten: 1. kann eine Menge dieses Enzyms nur eine be- 
stimmte, unter allen Umstiinden gleiche Zuckermenge produ- 


1) Beobachtungen iiber die Glykolyse in pathologischen Zustainde: 
Pamietn. Tow. Lek. in Warschau, 189s. 
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eiren, oder ist im Gegentheil die saccharificirende Kraft des 


Ptvalins keine absolute, sondern nur eine relative, und hiingt 
sie von der Stiirkeconcentration. beziiglich absoluten Mengen von 
Stirke, vom Volumen der Ptyalinstiirkemischungen und der- 
cleichen ab? 2. Was fiir quantitative Beziehungen  existiren 
zwischen der Menge des Enzyms und der gebildeten Zucker- 
menge ? 

Die Versuche  stellte ich meistens mit meinem eigenen 
Speichel an, welcher zwischen 11—12 Uhr Morgens oder 
t—) Uhr Nachmittags gesammelt und unmittelbar vor dem 
Verwenden filtrirt wurde. Zu je einer Versuchsreihe gebrauchte 
ich die zeitlich gleiche Speichelportion, und in allen Experi- 
mnenten dieselbe Stiirkesorte, von welcher ein gleichmiissiger 
Kleister immer frisch zubereitet wurde. Die Versuche fanden 
bei Zimmertemperatur (14—15°) statt und dauerten 24 Stunden, 
worauf die Fermentation mittelst Aufkochens abgebrochen wurde. 
Cin die Nebengiihrungen zu vermeiden, versetzte ich die Stiirke- 
kleister-Ptyalingemische mit einem Krystal! Thymol. Die ge- 
bildete Zuckerquantitiit wurde mittelst Knapp scher Losung 
bestimmt, die Endreaction mit gesiittigtem Ammoniumsulfat. 

Meine Experimente bilden drei Serien, welche durch die 
buchstaben A, B, C bezeichnet sind. Die an demselben Tage 
angestellten parallelen Versuchsreihen sind durch  romische 
Zillern, die einzelnen Bestimmungen durch arabische  be- 
zeichnet. 

In der Serie A wurden in allen Versuchen gleiche Speichel- 
iInengen (1 cem.) und gleiche Stiirkekleistervolumina (50 ccm.) 
ungewendet, indem die Stiirkeconcentration, d. h. die absoluten 
“tirkemengen jedesmal wechselten. Es wurde nun nach 
24% Stunden aufgefunden in: 


l Versuchsrethe: 


1) 50 cem. ‘2 °oiger Stirkel6sung . . . . . O425 g Zucker. 
2) 5O 1 ‘ 0.219 ¢ 
3) a0 2 -_— 0.433 ¢g 

Il. Versuchsreihe: 
4) 50 cem. 1°%/oiger Stirkeldsung ... . . 0,219 ¢g Zucker. 
db) 50 » 2 >» : ome Saae ’ 


50 4 





O.833 
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lll. Versuchsrethe: 

7) 50 ccm. 1 °%/oiger Stirke ....... =. 0,271 ¢ Zucker. 

8) a0 1'/s ke kaw we oe 

9) 50 3 , cw ee me oe te . 

Trotz gleicher Speichel- (Enzym-) Mengen nahm 
also bei Zunahme der Starkeconcentration (Starke- 
menge) die Zuckerbildung auch zu, aber nicht etwa in 
eeradem Verhiiltnisse. Dies ist besonders aus der dritten Ver- 
suchsreihe ersichtlich. 

In der Serie B kamen gleiche Mengen Speichel (1 cem. 
und gleiche Stirkemengen (0,5 g, 1 g, 2 g) zur Verwendung, 
es waren nur die Kleistervolumina ungleich. 


IV. Versuchsrethe: 


10) 25 com. + 0. g Starke ergaben. . . . 0,195 g Zucker. 
11 Dv) + 0.5 <= « «fee 
12 oo 0} + | o- « « ee 
13) 50 - J > iw 2a 


V. Versuchsrethe: 


14) 25 cem. +-0.25 © Stiirke ergaben. .. . 0,132 g Zucker. 
Io) 0) + ().2 « « > » ae 

Ih) 25 L (5 oo « 

17) 90 +. (2) c+ @ « ee 

18) 25 -- I i « « , 

i) 50 | o » » « 0,403 

Diy, J) { | c= =» - ae 


VI. Versuchsrethe: 


21 dO com 2 ¢ Stiirke ergaben. . . . 0,833 ¢ Zucker. 
22) 100 2 « » 
23, 200 2 0.806 


VU. Versuchsrethe: 


« Stirke ergaben. . . . 0.446 


24) 25 ccm. I g Zucker. 
2°) Hy) 1 . : . . 0.416 
26) 100 — 1 » ° . . Q.500 
27) 200 l —_ Q,277 >» 

Vill. Versuchsrethe: 
28) 25 cem. + 0.5 g Stiirke ergaben. . . . 0,156 g Zucker. 
2) a0) + 0.5 > ~ » « » eee > 
30) 100 + 0.5 > > ee 0.185 p > 


0.106 » . 








IX. Versuchsrethe: 


32) 25 ccm. + 2 g Stirke ergaben. . . . 0,714 g Zucker. 
33) 950 — 2 0.735 
34) 100 +. 4% : 0.892 
39) 200 + 2 0.675 


In der obigen Serie findet sich zuniichst eine Bestitigung 
der in der Serie A gewonnenen Resultate; ausserdem aber 
ist zu ersehen, dass trotz gleicher Speichel- und Stirke- 
mengen die Zuckerproduktion bei zunehmender Ver- 
dinnung der Stirke, mit anderen Worten, bei zuneh- 
menden LOsungsvolumina auch zunehmen kann, wobel 
aber kein direktes Verhiiltniss zwischen beiden Gréssen wahr- 
zunehmen ist. Die Steigerung der Zuckerproduktion — tindet 
jedoch nur bis zu einem gewissen Grade der Stirkeverdiinnung 
statt. ber weiterer Verdiinnung kann eine bedeutende Schwiichung 
des saecharificirenden Vermogens eintreten. — So sinkt z. B. in 
der VI. Versuchsreihe mit 2 ¢ Stirke bet 200 cem. LoOsung 
die Zuckermenge ganz deuthch (auf O.S806 @), withrend sic bet 
90 cem. O.833 @ und bet 100 cem. das Meiste, O,862 ¢@, betrug. 
In der VIL. Reithe, mit 1 g Stirke, ist die Herabsetzung der 
Saccharification bei 200 cem. noch ausgesprochener: auf 
O.277 ¢. gegen 0.500 ¢ bet 100 cem. Dasselbe war in der 
IX. Versuchsrethe der Fall, wiihrend in der VII mit 1 @ Stiirke 
die stiirkste Zuckerbildung ber 50 cem. stattgefunden hatte. 

Diese Versuchsergebnisse kann man dahin zusammen- 
fassen, dass bei bestimmten Speichel- und Stirkemengen ein 
bestimmter Concentrationsgrad der Stiirke nothig ist, um die 
inaximale Zuckerbildung zu ermoglichen. In den angefiihrten 
Experimenten war nun die giinstigste Stirkeverdiinnung in Bezug 
| com. Speichel: 2 g in 160 cem.. wobei die gréssten Zucker- 
mengen gebildet wurden. 

In der dritten Serie CG waren die Stiirkemengen und 
deren Concentration gleich: es schwankte nur das Speichel- 


volumen: 
X. Versuchsrethe: 


) O44 com. — 1,9 viger Stiirkel6és. ++ 1 cem. speichel O40 ¢ Zucker 
37) 54 LY 2 0.435 
OS) D4 — 1,9 3 0.482 ; 

t — 1,9 % 








62 — 


XI. Versuchsrethe: 


MW), DO cem. einer 2°%oigenstirkelOs. + '¢ cem. Speichel — 0,462 g Zucker 
t ni » - 1/9 me Re . 

(2) D0 2 1 | > — 0.520 

$3) DO 2 +. 2 — (),403 >» > 


XIl. Versuchsrethe: 


i414) 5O cem. einer 2°voigen Starkelos. + 1's cem. Speichel 0.520 ¢ Zucke: 
to) ov 2 +- 25 > — ().599 

XH. Versuchsrethe: 
HH) DO corm. einer 2° cigen Starkelés. 14/4 com. Speichel — 0,500 ¢ Zucker 
tr) OO 2 — 30 2 — 0.520 » 


In dieser Serie fallen hé6chst bemerkenswerthe  Er- 
<cheinungen auf: bel constanten Stérkemengen und con- 
<tanter Concentration an Stirke bewirkte die Zu- 
nahme der Enzvmmenge meistens gar keine Zunahme, 
mitunter eher eine Abnahme der Zuckerproduktion. 
Besonders fallen in’ dieser Hinsicht die Versuchsreihen Nil 
und NUP auf, wo bei 25 und 30 com. Speichel nur sehr un- 
bhedeutend mehr Zucker, als bet '44 eem. (also einer 90. bis 
120 Mal geringeren Quantitiit), 1m Gemische gefunden worden 
ist. In der Rethe XI war ber 2 cem. die Saccharification 
=<chon entschieden schwicher als ber 1 cem. 

Die Ergebnisse der Versuche #9 und 47 (mit 25 und 
3Q com. Speichel) lenken die Aufmerksamkeit um so mehr aut 
sich, als hierber durch den Zusatz von grdsseren Speichel- 
mengen das Volumen der Gemische gegen andere bedeutend 
vergrossert wurde. Im Einklang mit den Resultaten der Serie b 
kOnnte man nun erwarten, dass durch die Steigerung der Ver- 
diinnung an sich die Saccharification sich steigern wiirde, Es 
entsteht also die Frage, ob die geringen Ueberschiisse von 
Q.020—0,075 ¢ Zucker gegen ‘/4 cem. Enzym ganz einfach 
nicht durch eben dieses Agens herbeigefiihrt sind. 

Mogen die obigen Resultate h6chst merkwiirdig erscheinen, 
so Ist doch absolut dasselbe von Biernacki?) in bezug aul 
das glykolytische Ferment beobachtet worden. Unter 12 Ver- 





































suchen fiel bei ihm nur einmal bet Anwendung von 3° cem. 
bis 5 com. Blut gegen gewohnliche 1 ccm. die Zuckeroxydation 
stiirker aus. Dagegen kamen bet gewissen Blutmengen am 
meisten sechwiichere Zuckerverluste vor, als bei 1 cem. In 
zwei Experimenten z. b. oxvdirten 0.5 cem. mehr Zucker 
als 1 ccm. 

Auch beziiglich der Verhiiltnisse zwischen der Grosse der 
Zuckeroxydation und der Zuckerconcentration in der Losung 
wurde von diesem Verfasser Aehntliches festvestellt, wie von 
mir. Bei Steigerung der Zuckerconcentration nahm die Glyko- 
lyse absolut zu, wenn sie auch bei gewissen Zuckerwerthen 
procentisch abzunehmen begann. Eine absolute Abnahme be- 
obachtete Biernacki unter diesen Bedingungen (gegen unsere 
Krfahrungen) nicht, wahrscheinlich deswegen, weil er nur mit 
eewissen Concentrationsgraden (bis 5°/o Glykose) experimentirte. 
Kndlich stellte er auch den Einfluss des L6sungsvolumens aul 
die Energie der Glykolvse fest. 

Hochst wahrscheinlich wiederholen sich alle diese That- 
sachen bei sonstigen Verdauungsenzymen. Ohne auf weitere 
Schlussfolgerungen eingehen zu wollen, mochten wir nur 
auf einen Umstand hinweisen: Wie) problematischen 
Werthes erweisen sich alle modernen Methoden der 
quantitativen Enzymbestimmung im Lichte der mit 
Plyvalin gewonnenen Erfahrungen! Man schliesst auf die 
Menge des Ferments aus der Menge seines specifischen Pro- 
duktes. Und doch wurden, um dies noch einmal zu wieder- 
holen, in unseren Experimenten gleiche Zuckermengen unter 
gleichen Versuchsbedingungen ebenso gut durch eine Ptyalin- 
elnhert. wie durch eine 90—100 Mal gréssere geliefert. Wenn 
nun dasselbe z. B. mit dem Pepsin der Fall ist, so brauchen 
Wit nicht niher auseinander zu setzen, was fiir einen Werth 
ie vielen Arbeiten beanspruchen kénnen, welche sich mit den 
quantitativen Schwankungen der Pepsinmenge bei pathologischer 
Magenverdauung befassten. 

Herrn Dr. E. Biernacki sage ich fiir die Anregung und 


Unterstiitzung bei dieser Arbeit meinen besten Dank. 































Physikalisch-chemische Untersuchungen iiber das Verhalten der 
Harnsaure und ihrer Salze in Losungen. 


Von 























Dr. Wilhelm His jun., a. o. Professor an der Universitat Leipzig 
und 


Dr. Theodor Paul, a. 0. Professor an der Universitit Tiibingen. 


Der Redaction zugegangen am 9. September 1900.) 
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Abhandlung: Die vermeintliche Leichtloslichkeit der Harnsaure in 
wasserigen Losungen starker Sauren. 

nhaltsangabe: 1. Theoretisches: Das Verhalten von Harn- 

lerivaten als amphotere Elektrolyte. — Die Anwendung der Theorie 

n der elektrolytischen Dissociation auf das Verhalten der Harnséaure 

in wisserigen Losungen starker Sfiuren. 2. Léslichkeitsversuche 
Loshehkeit der Harnsiiure in normaler Salzsiure und Schwefelsdure. 

Loshehkert der Harnsiiture in ca. 4- und 6fach normaler Salzsiure und 


! p ! 
Schlussfolgerungen.) 


1. Theoretisches. 


In der Litteratur findet sich 6fters die Angabe, dass 
Harnsiiure in verdiinnter Salzsiiure leichter I6slich sel, als 
in Wasser. Diese Angabe scheint sich auf eine iiltere Unter- 
<uchung zustiitzen, welche aufzutinden uns nicht gelungen ist: 
sie findet sich, ohne Citat, in Fehling’s Handworterbuch 
der Chemie (1878, Band HI, S. 584), in Ladenburg’s Hand- 
worterbuch (1893, Band V. S. 7): neuere Autoren, z. B. Riide! 
(Arch. fiir experimentelle Pathologie Band XXX) und Smale 
Centralblatt fiir Physiologie Band IX, Nr. 12), nehmen sie als er- 
wiesen an, ohne Quellen anzugeben. Dagegen fehlt die Angabe 
in dem iilteren Handworterbuch der Chemie von Liebig, 
Poggendorf und Wohler (1848), in Berzelius-Wohler s 
Lehrbuch der Chemie (1840) sowie in den neueren Lehr- 
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und Handbiichern von Beilstein, Bunge, Neumeister, Ham- 
marsten und Hoppe-Seyler. Zabelin |Annalen der Chemie 
und Pharm., Supplement Il, 5. 3135 (1863)) sagt ausdriicklich, 
dass ein Gehalt des Wassers an Salzsiiture auf das LOsungs- 
yermogen fiir Harnsiiture keinen Einfluss habe. 

Von vornherein erscheint die grOssere Léslichkeit der Harn- 
Sjure in wiisserigen Mineralsiiuren nicht unwahrscheinlich, weil 
sje sich auf die Analogie mit nahe verwandten Korpern, Nanthin, 
(iuanin, Theobromin, stiitzt. Von diesen Verbindungen wissen 
wir. dass sie sich starken Siituren gegentiber wie) schwache 
Basen und zu starken Basen wie schwache Siuren verhalten, 
dass sie also als negative Anionen auftretend positive Wasser- 
stoff-lonen und als positive Kationen negative  Hvydroxyl- 
lonen (OH-lonen) zu bilden vermogen. Die Gleichgewichte, 
welche in den wiisserigen Losungen solcher Stoffe auftreten, 
<ind von Georg Bredig!) niiher untersucht worden; er nannte 
derartige Korper, welche gleichzeitig sowohl saure, wie basische 
Natur zeigen kénnen, amphotere Elektrolyvte.  Betrachten 
wir zB. das Nanthin CjH,N,O,, dessen chemisches Verhalten 
wiigemein durch nachstehende Constitutionsformel ausgedriickt 
und dessen Verwandtschatt mit Harnsiture, durch die daneben 
vesetzte Formel derselben veranschaulicht wird. 


H—N — CN H--N C—NHy 
C—O (‘—Q 
C=0 C—NH7 C—O C—NH 
H—N — €——H H—N Cc—0 
Xanthin = C.H,N,O, Harnsiéiure == CLH,N,O, 


Kinmal geht die elektrolytische Dissociation in der Weise 
vor sich, dass positive Wasserstoff-lonen und negative C.H,N,O,- 
lonen gebildet werden, d. h. das Xanthin functionirt als Siiure. 
Na indessen die Concentration der H-lonen nur sehr gering 
ist. sind die Salze sehr stark hydrolytisch gespalten: eine 
wirkliche Salzbildung, d. h. die Bildung einer grésseren Menge 
negativer CJH.N,O,-lonen kommt nur dann zu Stande, wenn 
durch einen starken Ueberschuss von Lauge die Dissociation 


1, G. Bredig, Ueber amphotere Elektrolyte und innere Salze. 
- i 1 4 ee ° . ud ' 
4eiischrift fiir Elektrochemie 6, 33 (1899). 


e-Seyler's Zeitschrift f. physiol. Chemie. XXXL. ” 








bb — 


des Wassers sehr zurickgedriingt wird.!) Die Verhiiltnisse 
liegen hier dhnlich wie bei den in unserer ersten Abhandlung 
erwiihnten secundiiren harnsauren Salzen, welche ebenfalls 
nur ino stark alkalischer L6sung zu existiren vermogen. Die 
Bildung von negativen Hydroxyl-lonen (OH-lonen) geht wahr- 
scheinlich in derselben Weise wie beim Ammoniak NH, vor 
sich. welches in wiisseriger L6sung durch Anlagerung von 
HO und durch die Umwandlung des dreiwerthigen Stickstoffs 
in den fiinfwerthigen, in Ammoniumhydroxyvd NH,OH iibergeht, 
das theilweise in positive Ammonium-lonen (NH,-lonen) und 
negative Hydroxvl-lonen (OlH-Ionen) dissociirt ist. Analog 
wiirde die Stickstoffhase XNanthin CJH,N,O, durch Anlagerung 
von HO in COULN,O, - OF tibergehen, dessen Tonen das positive 
CoHN,O.-lon und = das negative Hydroxyl-lon (OH-lon) sind, 
Die Concentration der Hydroxyl-lonen (OH-lonen) kann auch 
hier nur sehr gering sein, infolgedessen sind die Salze des 
Xanthins mit den Siiuren ebenfalls stark hydrolytisch gespalten 
und die Bildung einer grdsseren Menge positiver CoH.N,O.- 
lonen erfolet nur bei Gegenwart emes gréseren Ueberschusses 
starker Siuren. 

Da die Zusammensetzune der Harnsiiture der des Xanthins 
so iilinlich ist, liegt der Sehluss nahe, dass auch die Harn- 
siiure starken Siiuren gegentiber die Rolle einer scehwachen 
Base zu spielen und positive Tonen zu bilden  vermag. 
Die Entscheidung dieser Frage hat sowohl vom_ praktischen, 
wie auch vom theoretischen Standpunkt aus einiges Interesse. 
da ber der Bestimmung der Harnsiiture im Harn und in ihren 
Salzen, die vielfach durch die Abscheidung derselben  mittelst 
iiberschiissiger Salzsiiure oder Schwefelsiiure geschieht, und bei 
der Berechnung des chemischen Gleichgewichtes in - solchen 
Gemischen das Auftreten eines positiven Tons wegen der 
damit) verbundenen Verschiebung der Loslichkeitsverhéltnisse 
von grossem Einfluss sein wiirde. Die Thatsache, dass_ sich 
die Harnsiiure in concentrirter Schwetelsiiure ohne Zersetzung 

1) Die Bildung negativer Nanthin-lonen kann auch durch Disso- 
ciation des Hydrates C.H.N,O,- OH in negative C,H,N,O,- OH-lonen und 


positive H-lonen vor sich gehen. 
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in grosser Menge lost und dass sogar_ krystallinische Ver- 
bindungen von Harnsiiure mit Schwefelsiiure gewonnen wurden.,') 
kann hier nicht zur Entscheidung herangezogen werden. da 
in diesen Fiillen das Wasser nicht als LOsungsmittel functionirt. 
Der Umstand, dass sich die Harnsiiure nach Zusatz von Wasser 
zur L6sung in Schwefelsaure wieder abscheidet, spricht eher 
zu (aunsten der Ansicht, dass die Harnsiiure nieht als Base 
zu functioniren vermag. 

Ehe wir zu unseren Loslichkeitsversuchen  iibergehen, 
wollen wir unter Zugrundelegung der in unserer ersten Ab- 
handlung dargelegten theoretischen Betrachtungen die Frage 
eportern: Wie verhilt sich eine gesiittigte wiisserige 
Harnsiiurel6sung bei Zusatz starker Siiuren und unter 
der durch das Experiment bestitigten Voraussetzung, 
dass die Harnsiiure nicht als Base zu functioniren ver- 
mag? Eine wisserige HarnsiiurelOsung enthilt, wie wir ge- 
sehen haben, nicht dissociirte Harnsiuremolekeln, primiire Harn- 
siiure-lonen (CjH,N,0,-Tonen) und Wasserstoff-lonen. Die CGe- 
<ammtmenge der in 1d Liter bet 18° gesiittigter L6sung ent- 
haltenen Harnsiiure betriigt 0,0253 2 O.0001506 Mol. wovon 
hach den unter Abzug der specifischen elektrischen Leitfihigkeit 
des zur Lésung benutzten Wassers angestellten Berechnungen 
00001363 Mol auf die nicht dissociirten Harnsiituremolekeln 
und je 0,0000143 Mol auf die primiiren Harnsiiure-lonen und 
Wasserstoff-Ionen entfallen. Bezeichnen wir die Concentration 
der primiren Harnsiiure-lonen mit a, die der Wasserstoff- 
lonen mit b und die der nicht dissociirten Harnsiiuremolekeln 
mit ¢, so besteht nach dem oben erwihnten Gesetz, dass das 
Produkt der Concentrationen der Jonen eines biniren Elektro- 
lvten gleich der Concentration des nicht dissociirten Antheils, 
multiplicirt mit einer Constanten ist, die Gleichung: 

a-b c:k, (f 
i) welcher k die Affinitiits- oder Dissociationsconstante der 


l) Fritzsche citirt in Annalen der Chemie und Pharm. 28, 332 
1838): Journal fiir pract. Chemie 14, 243: Lowe, Journal fiir pract. 
Chemie, 97, 8. 108 und Zeitschr. f. Chemie [X, 5. 249 (1866); Dessaignes, 


Jabresber. tiber d. Fortschr. d. Chemie 1854. 5S. 469. 
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Harnsiiure bedeutet. Um uns zuniichst zu tberzeugen, dass 
diese Beziehungen thatsiéchlich bestehen, wollen wir die uns 
bekannten Werthe in die Gleichung einsetzen. Da man unter 
Concentration den Quotienten aus der absoluten Menge und 
dem Volumen versteht, so ist die Concentration der Harn- 
siure in der gesiittigten wiisserigen Losung, welche in einem 


0.0001506 


Liter O.0001506 Mol enthilt —= 0,0001506. — Die 


Concentration der primiairen Harnsiiure-lonen und der Wasser- 
stoff-lonen ist demnach je 0,0000143 und die des nicht dis- 
sociirten Antheils der Siure 0.0001363. Die Affinitiitscon- 
stante k war nach den in der ersten Abhandlung angestellten 
Berechnungen nach Abzug der specifischen Leitfiihigkeit des 
Woassers OQOOQO00TS1T. Setzen wir diese Werthe ein. so 
erhalten wir die Gleichung : 

(OOO0L43 2 Y.O0013B63 >< O.OOOOOLD I 

205+ 10-12 206 - 10-12 

Wir sehen also, dass, abgesehen von einer kleinen Differenz, 
die durch das Abrunden obiger Zahlen entstanden = ist. die 
Gleichung erfiillt wird. 

Setzen wir nun zu dieser gesiittigten wiisserigen Harn- 
siiurelOsung cine starke Siiure, wie z. b. Salzsiiure, so bringen 
wir damit Wasserstoff-lonen, Chlor-lonen und nicht dissoeirte 
(hlorwasserstoffmolekeln in dieselbe. Der Zustand dieses Ge- 
misches lisst sich durch nachstehendes Schema veranschaulichen. 


Schema fiir den Zustand einer gesittigten wasserigen 
HarnsiturelOsung nach Zusatz von Salzsiture. 


a) C,H,N,O, iH H (| 
(b (d e 


C.H,N,O, 
Feste Harnsiiure 
In diesem Schema entsprechen die Buchstaben den 
Concentrationen folgender Stoffe: 
a Concentration der primiren Harnsiure-lonen, 
b . > Wasserstoff-lonen der Harnsiiure, 
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¢ = Concentration der nicht dissociirten Harnsiuremolekeln, 
d = Wasserstoff-lonen der Salzsiure. 
e= » » Chlor-Ionen der Salzsiiure. 

f= nicht dissocirten Salzsiuremolekeln. 


g bedeutet die ausgeschiedene Harnsiiure, welche am 
Gleichgewicht in der gesattigten LOsung als Bodenkorper nicht 
mit ihrer ganzen Masse Theil nimmt. 

Die Salzsiure gehért zu den stirksten Saduren und deshalb 
ist sie auch in grosserer Concentration weitgehend in Wasser- 
stoff-lonen und Chlor-Ionen dissociirt. Um bei einem conereten 
von uns experimentell untersuchten Beispiel zu bleiben, wollen 
wir annehmen, dass einem Liter der Losung 36.5 ¢ Chlorwasser- 
stoff zugesetzt wurde, die Concentration desselben demnach = 1 
sel. Den Dissociationsgrad einer solchen «normalen» wiisserigen 
Salzsiiture kOnnen wir mit einer fiir den vorliegenden Zweck 
vollkommen genigenden Genauigkeit aus der elektrischen Leit- 
fihigkeit derselben berechnen. Wir machen dabei die = An- 
nuhme, dass die elektrische Leitfihigkeit dem Dissociationsgrad 
dieses bindren Elektrolvten proportional ist. Nach F. Kohl- 
rauseh betriigt die molekulare elektrische Leitfihigkeit der 
normalen — 1litrigen wasserigen Salzsiiure bei 18° 3017) und 
diejenige bei unendlicher Verdiinnung, welche sich additiv. aus 
den Wanderungsgeschwindigkeiten des Wasserstoff-lons 318 
und des Chlor-lons —= 66 zusammensetzt, — 384.7) Da die 
Dissociation der Salzsiiure bei unendlicher Verdiinnung praktisch 
als vollstiindig angesehen, der Dissociationsgrad also — 1 
gesetzt werden kann, betriigt derjenige in 1 litriger Losung 
3) 7 ; SP — 
a4 = 0.78, oder mit anderen Worten in einer 1litrigen Losung 
ist die Salzsiiture zu 78 Procent in positive Wasserstoff-lonen 
und negative Chlor-Ionen dissocirt. Die Concentration dieser 
lonen betriagt demnach je 0,78. Vergleichen wir hiermit die 
Concentration der Wasserstoff-lonen, welche von der Harn- 
siure abgespaltet werden und 0,0000143 betragt, so sehen 

4) F. Kohlrausch und L. Holborn, Das Leitvermégen der 
Klektrolyte. Leipzig 1898. Seite 160. 

2) [bid., Seite 200. 
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wir, welchen ausserordentlich grossen Zuwachs die Gesammt- 


concentration der Wasserstoff-lonen in der Lo6sung durch den 
“Ausatz der Salzsiiure erfahren hat. Aber auch unter diesen 
Verhaltnissen muss die Gleichung 
aD c«k, if 
welche dic Beziehungen zwischen dissociirtem und nieht dis- 
sociirtem Anthei der Harnsiiure regelt, zu Recht bestehen und 
wir sehen an diesem Beispiel so recht die Bedeutung der you 
W. Ostwald eingefiihrten Dissociationsconstanten, Da die linke 
Seite der Gleichung das Produkt aus primiiren Harnsiure-lonen 
und = Wuasserstoftlonen darstellf und die Concentration der 
letzieren durch den Salzsiturezusatz um do vermehrt worden 
Ist, muss die Gleichung (1) jetzt lauten: 
a-(b +d) =e «&, 2 

In beiden Gleichungen hat die rechte Seite ¢-k denselben 
Werth, da oc, die Concentration des nicht dissociurten Antheils 
der gelosten Harnsiiure, in gesattigten LOsungen eme unver- 
inderliche Grosse und k eine Constante ist. Die Gleichung (2) 
kann demnach nur dann erfullt werden, wenn die Concentrationen 
aound b andere Werthe annehmen, d. h. der Dissociationsgrad 
der THarnsiture muss durch den Zusatz der Salzsiiture eine 
Aenderung erleiden. Dies ist thatsiichlich der Fall und wir 
wollen nun feststellen, welcher Art diese Aenderung ist. 

Ks ista = bund d im Verhiiltniss zu diesen Conecentra- 
tionen, wie wir gesehen haben, ausserordentlich gross, folglich 
kann das Produkt a-(b-—-+-d) nur dann denselben Werth bei- 
behalten, wenn der Factor a entsprechend klein wird.  Losen 
wir die Gleichung 

a-(b+d)=c-k 
oder, da a b ist, a- (a+ d) = c¢-k nach a auf, so erhalten 


wir fiir a =Vek -t. (5) — : Liisst sich schon aus diesem 


Ausdruck ein Schluss auf die minimale Grésse a ziehen, wenn 
d sehr gross wird, so werden diese Verhiltnisse noch an- 
schaulicher, wenn wir die Rechnung fiir die von uns. als 
Beispiel gewiihlte Ilitrige Salzsiure durchfihren. In diesem 
Kalle betriigt die Concentration der zugesetzten Wasserstofl- 
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lonen O78 und das Produkt ¢-k nach der oben (Seite 61) 


ausgeftihrten Rechnune ca. 2-07! demnach wird a 


/ W.78\2 0.78 \2 . 
VY 0,0000000002 +( = ) — ( - ) d. h. es erreicht eine im 


Vergleich zu seinem vorherigen Werthe O.Q000145 — ver- 
schwindend kleine) Grosse. Auch wenn wir die Salzsiure 
hiundertmal verdiinnter anwenden, bleibt der Werth von a 
noch sehr klein und erreicht erst ber LOoOOlitriger Sdure den 
hundertsten Theil des vorherigen Werthes. Daoai die Con- 
centration der primiiren) Harnsiiure-lonen bedeutet, geht aus 
diesen Betrachtungen, die auch fiir andere Siuren Giltigkeit 
haben, hervor, dass durch den Zusatz einer starken Sidure zu 
einer wiisserigen LOsung von Harnsiiure der Dissociationsgrad 
der Letzteren vermindert oder, wie man allgemem zu sagen 
pfleat, die Dissociation der Harnsiiure zuriickgedringt wird, 
Ferner haben wir gesehen, dass diese Zurtickdringung der 


I L100 


Dissociation schon ber Gegenwart von LOoOliteiger (= 
normaler) Salzsiiure so vollstiindig ist, dass sie vom prak- 
tischen Standpunkt aus durch weiteren Zusatz von Siure nicht 
eesteigert werden kann. Schliesslich haben wir noch zu unter- 
suchen, welchen Einfluss diese Riickdriingung der Dissociation 
auf die Loslichkeit der Harnsiiure ausiibt. 

Durch die Vereinigung der primiiren  Harnsiiure-lonen 
mit den Wasserstoff-lonen entstehen nicht dissociirte Tlarn- 
siiuremolekeln. Deren Concentration ¢ kann aber, weil wir es 
mit einer gesiittigien Loésung zu thun haben, nicht grosser 
werden und in Folge dessen miissen sich alle diejenigen Harn- 
siiuremolekeln, welche durch die Ritckdriingung der Dissociation 
sebildet werden, in der Form fester Harnsiiure abscheiden. 
Der Zusatz einer starken Siiure zu einer gesiittigten Hearn- 
siiurelOsung hat demnach nicht nur eine Riickdriingung der 
Dissociation, sondern auch eine Verminderung der Loslichkeit 
zur Folge. Da die Concentration der dissociirten Harnsaure 
9.5°/o der gesammten in Losung befindlichen Siéure  betragt, 
geht die Loslichkeit derselben um diesen Betrag zuriick. Das 
Ergebniss dieser Betrachtungen koénnen wir demnach  dahin 
Die Loéslichkett Harnsiure wird 


zusammenfassen: der 





















durch Zusatz starker Siuren vermindert und erreicht 
schon in 1O00litrigen Saiuren den Minimalwerth von 
7336 Litern, weleher einem Loéslichkeitsverhaéltniss 
von 1:43620 oder einem Gehalt von 0,0229 ¢ Harn- 
siiure in 1 Liter Lésung entspricht. Wie die Loslich- 
keitsversuche mit diesen theoretischen Berechnungen_ iiber- 
einstimmen, soll in folgendem Abschnitt gezeigt werden. 


2. Loslichkeitsversuche. 

Die Lostichkeit der Harnsiiure in den wiisserigen LOsungen 
starker Siiuren wurde in derselben Weise ermittelt, wie wir 
dies in der ersten Abhandlung bei der Loslichkeitsbestimmung 
in remem Wasser beschrieben haben. Die SidurelOsungen, 
welche durch Verdiinnen einer titrirten, starken, reinen Siiure 
mit reinem kohlensiiurefreien Wasser von der durchschnittlichen 
specifischen elektrischen Leitfiihigkeit 1,0 & 10° hergestellt 
wurden, brachten wir mit einer gewogenen Menge tiber- 
schuissiger reiner Harnsiure in sorefiiltig verschlossenen 
Erlenmeyer schen Kolben in den Rotationsapparat, filtrirten 
dann durch den Gooch schen Tiegel und wogen. schiiesslich 
nach dem Trocknen die nichtgel6ste Siéiure zurtick. Alle 
Loslichkeitsbestimmungen wurden bei 18° ausgefiihrt. Bel 
sitmmilichen Versuchen benutzten wir die von uns aus reinem 
primirem harnsaurem WKalium dargestellte Harnsdure. 

|. Versuchsreihe. Loslichkeit der Harnsiéiure in 1 litriger 








e pay: ' 
(normaler) Salzsaure 3.65% 0 HCD. 
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2 Nach 2' estiindigem Rotiren waren gelést 
in 703.2 ecm. normaler Salzsiiure 0.0168 g 
Harnsiure ....:+s.e«v+»++s«w+s+s 6 ») 2249060! 00229 70at 





Mittel. . . | 1: 424380 | 0,0236 7136 











2. Versuchsreihe. Loslichkeit der Harnsiiure in 2litriger 
(normaler) Schwefelsdiure (= 4,9° 0 H,SO,). 
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in 698.0 cem. normaler Schwefelsiiure 
0.0157 ¢@ Harnsiiture ........ ./ 1:44460) 0.0225 7478 
Mittel. . . 44140 | 0.0227 7424 


Aus diesen beiden Versuchsreihen geht Folgendes hervor: 


1. Wie bet den L6éslichkeitsversuchen in reinem Wasser, 
wird auch hier der Sattigungspunkt bereits nach 1-_ bis 
2 stiindiger Rotationsdauer erreicht. 

2. Die auf Grund der elektrolytischen Dissociationstheorie 
angestellten theoretischen Betrachtungen haben nicht nur in 
qualitativer, sondern auch in quantitativer Beziehung eine 
Bestiitigung erfahren. Die Loéslichkeit der Harnsiiure in’ der 
verdiinnten Salzsiiure, wie auch in der verdiinnten Schwefel- 
siure ist geringer, wie im reinen Wasser. Die thatsiachlich 
sefundene Loslichkeit 1:42430 und 1:44140 stimmt mit der 
theoretisch berechneten 1:43620 unter Beriicksichtigung der 
bet solchen Versuchen unvermeidlichen Fehlerquellen sehr 
befriedigend tiberein. Die Anwendung der elektrolytischen 
Dissociationstheorie auf derartige Untersuchungen erweist sich 
demnach als sehr zweckmiissig. 

3. In normaler Salz- und Schwefelsiiure vermag die 
Harnsiiure keine positiven Ionen zu bilden, d. h. sie vermag 
nicht als Base zu functioniren. Wiire dies der Fall, so miisste 
die Loshchkeit der Harnsiiure in diesen Siituren grosser wie 
in reinem Wasser sein. 














Schliesslich haben wir auch noch untersucht. wie) gross 
die Loslichkeit der Harnsiure in SiturelOsungen stiirkerer 
Concentration ist. Daber ist noch zu berticksichtigen. dass 
ber Anwendung grosser Concentrationen Aenderungen in der 
Loslichkeit eimtreten konnen, da unsere theoretischen Be- 
trachtungen und bisherigen Versuche nur Losungen betrafen, 
bei denen das Wasser in der THauptsache das Losungsmittel 
war. Wenn aber die Siiuren einen wesentlichen Theil des 
Losungsmittels bilden (3.75 bezw. 6,.2¢fach normale Salzsiiure 
mit 13.69° 0 bezw. 22.77°/o HEL und 3,2 bezw. 6)4fach normale 
Schwefelsiiure mit 13,6790 bezw. 31,54°o HASO,), so muss sich, 
wie wit schon oben auseinandergesetzt haben, thr specitischer 
Kinfluss auf das Loslichkeitsverhiiltniss bemerkbar machen. 
Die Rotationszeiten bei diesen Versuchen schwankten zwischen 
l bis 6 Tagen, da wir gleichzeitig untersuchen wolllen, ob und 
in welchem Maasse die ber rein wisserigen Aufschwemmungen 
beobachtete) Zersetzung der Harnsidiure bei Gegenwart dieser 
Siuren aubtrrtt. 

3. Versuchsrethe. Loshchkeit der  Harnsiure in 
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| Nach 22stiindigem Rotiren waren gel6st in 
200) cer. 3.75 fach normaler Salzsiure 
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Mittel. . . | 1:38390) 0.0263. 6450 
+. Versuchsrethe. Loshichkeit der  Harnsiiure in 
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O16litriger — 6,24fach normaler Salzsiture (= 22,7 


HCI). 
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2 Nach 40sttindigem Rotiren waren gelést in 
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5. Versuchsrethe. Loshichkeit der Harnsiiun 
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| Nach 26 stiindigem Rotiren waren gelést in 
200 cem. 3.2fach normaler Schwefel- 
sdure 0,0029 ¢ Harnsiiure . 2... ©) 1 68960) O.0L45 11580 


2 Nach 6tiigigem Rotiren waren gelést in 
200 cem, 3,2fach normaler Schwefel- 
saiure 0.0053 ¢ Harnsiure .. .. . .) 1:37740) 0.0265 


H340) 





Mittel. . 2.) 1: 53350 | 0.0205 
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6. Versuchsreithe. Loslichkeit der  Harnsiiure in 


O313litriger — 6,4fach normaler Schwefelsdure (— 31, 


H,SO,). 
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1 Nach 24stiindigem Rotiren waren gelést in 
20”) com. 6.4fach normaler Schwefel- 
siiure 0.0035 @ Harnsiiure . .. . . .! 1:57150'0.0175' 9600 
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Nach 47stiindigem Rotiren waren gelist in 
200) com. 64fach normaler Schwefel- 
siiure O.0OB8 ¢ Harnsiiure .. . . . .) 1:52620 0.0190) 8840 





Mittel. . 2. 1:54890) 0.0183) 9220 


Das Resultat dieser vier Versuchsreihen ist folgendes: 

1. Die Loéshchkeit der Harnsiiure in der ca. 4- und 
6fach normalen Salzsiiure kommt derjenigen in reinem Wasser 
ziemlich nahe. Die Abweichungen liegen aber innerhalb der 
Versuchsfehler, wenn man beriicksichtigt, dass das Volum 
POO cem. fir  derartige Bestimmungen — verhiiltnissmiissig 
klein ist. 

2. Die Loshichkeit der Harnsiiture in der ea. 3- und 
Ofach normalen Schwetelsiiure ist durechgiingig erheblich kleiner, 
als in reinem Wasser. Der Umstand, dass die Ldéslichkeit 
noch geringer ist, als diejenige bei vollkommener Zuriick- 
dringung der elektrolvtischen Dissociation der Harnsiiure 
(1258350 und 1: 54890 gegen 1: 43620), ist jedenfalls auf den 
specifischen Einfluss der Schwefelsiiure als LOsungsmittel zurtick- 
zutiihren, welche hier ca. den 6. bezw. 3. Theil des L6sungs- 
mittels ausmacht. 

3. Die Zersetzung der Harnsiture, welche bei langerer 
Bertihrung derselben mit Wasser eintritt, geht bei Gegenwart 
starker Siuren nicht oder nur in iiusserst geringem Maasse 
vor sich. Nach sechstiigigem Rotiren mit ca. 4fach normaler 
Salzsiiture war noch weniger Harnsiure gelést, wie in reinem 
Wasser und nach der ebenso lange dauernden Rotation mit 














ca. 3fach normaler Schwefelsiiure lag die Abweichung inner- 
halb der Versuchsfehler. !) 

4. Auch in ca. 6fach normaler Salzsiiure und Schwefel- 
siure vermag die Harnsiiure keine positiven Ionen zu_bilden, 
d. h. als Base zu functioniren. So erweisen sich die Analogie- 
schliisse, welche man auf Grund der dem Xanthin, Guanin, 
Theobromin ete. &hnlichen Constitution und deren Eigenschatt, 
sowohl als schwache Siure, als auch als schwache Base auf- 


zutreten, ziehen kédnnte. als nicht zutreffend. 


3. Schlussfolgerungen, 


Die Ergebnisse vorstehender Untersuchungen konnen wir 
in folgenden Sitzen zusammenfassen : 

1. Die in der Litteratur vielfach rerbreitete Ansicht, dass 
die Harnsiure in wasserigen Lisungen starker Sduren erheblich 
leichter loslich sei, als in Wasser, beruht auf Irrthium. 

2. Die Lislichkett der Harnsdéure in normaler Salzsdure 
und Schiefelsdure erwies sich im Gegentheil geringer wie im 
reinem Wasser. 

3. Diese tn verdiinnten Scuren beohachtete Loslichkeitsrer- 
minderung steht im vollen Einklang mit der Theorie der elektro- 
lytischen Dissociation. Sie liess sich nach derselhben nicht nur 
voraussehen, sondern sogar zahlenmédssiqg  feststellen. Nach dieser 
Theorie reranlasst ein Zusate starker Sduren 2u emer WSSeErIYE HM 
Harnsturelisung wegen der damit verbundenen| Zunahme der 
Concentration der Wasserstoff-Tonen eine Auriickdrdngunyg dey 
Dissociation der Harnsdiure mind damit eTNe Verminds PUNY der 
Loslichkeit. Das theoretisch berechnete  Léslichkeitsrerhdltniss 
, 43620 stimmt mit thatsdchlich heobachtete HM Verhiltnissen 
1: 42430 (het normaler Salzstéure) und 1: 44140 (hei normatler 
Schuefelsiure) unter Beriichsichtiqung der bei solchen Versuchen 


unvermeidlichen F’ehlerquellen selir hefriedigend therein. 


1) Berthelot und André ‘Bullet. de la société de chimie (2) 47, 
S40) haben gefunden, dass Harnsiéure nach 2 Stunden lange Verreiben 


0 


mit 10°/siger Salzsiiure beim Kochen mit Magnesia 1 °'o ihres Stickstoffs 


als Ammoniak abgibt. 
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A. Auch inca. Ofach normaler Salzsiure und Schwefel- 


siure findet keine Léslichkeitszunahme der Harnsdure gegeniiber 
der in vreinem Wasser statt; bet der Schwefelsdure geht die Liés- 
lichkeit sogur auf 1: 54890) zurich. Diese Lislichkeitsverminde- 
rung ist jedenfalls auf den specifischen Einfluss der Schwefelsdiure 
als Lisungsmittel zuriickzufiihren. 

>» aluch in ca. Ofach normaler Salzsdure und Schiefel- 
siure vermag die Harnsture keine positiven Tonen zu bilden, 
doh. als Base zu functioniren. Were dies der Fall, so miisste 
die Loslhichheit derselben in diesen Sduren qrosser se7n, wie an 
remnem Wasser, 

6. Die ZLersetzung der Harnscdure, welche bet langerer Be- 
riihrung derselhen mit Wasser erntritt, geht bei Gegenwart starker 
Sduren nicht oder nur in’ dusserst yeringem Maasse vor sich. 

/. Die Bestimmung der Harnsture in thren Salzen durch 
Ahscheidung mittelst lihersch lissiqger Salzsdiure, oder besser Schirefel- 
séure, fiihrt zu genauen Resultaten, wenn die Uebersittiqungs- 
erscheinungen durch anhaltendes Schiitteln vermieden werden und 
fiir den in der Lésung zuriickbleibenden Theil eine Correction 


ron 2 mg fiir LOO cem, Flissigheit (bet 18°) angebracht wird. 








Ueber das proteolytische und ein eiweisscoagulirendes Enzym 
in keimender Gerste (iialz). 
Von 
cand. mag. Fr. Weis 
Assistent ain Carlsberg-Laboratorium, Kopenhagen. 


Der Redaction zugegangen am 20. September 1900 
r | 


I. Das proteolytische Enzym (Peptase). 


Ini Ansehluss an die von Windisch und Schellhorn?’), 
Fernbach und Hubert®), sowie Petit und Labourasse®) 
in den letzten Monaten verdffentlichten Mittheilungen tiber den 
Nachweis des proteolytischen Enzyms in’ keimender Gerste 
und Malz beabsichtige ich einige der wichtigsten Resultate 
zu veroffentlichen, welche ich durch meine Beschiftigung mit 
diesem Gegenstande im Laufe der letzten zwei Jahre erlang! 
habe. Dass dieses Enzym existiren musste, war mir a priori 
so. einleuchtend, dass ich mich zu emer Verotfentlchung 
meines Nachweises desselben nicht veranlasst gefunden habe, 
bevor ich eine vollstiindige Bearbeitung meiner iiberaus zahl- 
reichen Versuche itiber dessen Eigenschaften und Wirkungs- 
weise vorlegen konnte. Ohne im geringsten jedoch die Priori- 
tit der Herren Windisch und Schellhorn in dieser Frage 
anereifen zu wollen, sehe ich mich doch schon jetzt, ehe 
meine Arbeit vOllig abgeschlossen ist, veranlasst, eme = vor- 
liiufige Mittheilung von derselben zu machen, welche thre Be- 
rechtigung darin finden wird, dass ich durch andere Methoden, 
als die von den oben genannten Herren angewandten, die 
Existenz des Enzyms nachgewiesen, sowie durch quantita- 
tive Bestimmungen dessen Wirkungen und Abhingig- 

1} Wochenschrift fiir Brauerei 17. Jahrgang d. 156, 296, 137. 
207 1900. 

2 Comptes rendus de Académie des sciences 256 1900 


Comptes rendus de Académie des sciences 30,7, 6.8 1900. 











— 8) — 


keit von diusseren Factoren verfolgt habe. Ich bin auch 


der Meinung, dieses Thema von theilweise anderen Gesichts- 
punkten aus, als die genannten Herren, behandelt zu haben, 
namentlich mit Riicksicht auf die Fragen, welche Bedeutung 
fir die Praxis (z. B. die Wirkung des Enzyms auf den Brau- 
process) erlangen konnen. 

Der kiirzlich verstorbene Professor Kjeldahl hat in Ver- 
suchen, die nicht verdffentlicht sind, die Existenz des Enzyms 
nachgewiesen, indem er Malzausziige auf Gluten («Kleber») 
in schwachen salzsauren oder milchsauren Aufl6sungen = ein- 
wirken liess und mit Hilfe von Kupfersulfat nach Neutralisation 
durch Natron-Seignettesalz die Menge des Eiweissstoffes, wel- 
cher von und nach den Versuchen austiel, bestimmte. 

Da Prof. Kjeldahl aus anderen Griinden diese Versuche 
unterbrechen musste, habe ich dieselben auf seine Aufforderung 
wieder aufgenommen, bin jedoch bald zu einer anderen Ar- 
beitsmethode tibergegangen, welche sich fiir die Verfolgung 
des proteolytischen Processes bequemer zeigte. Kyjeldaht's 
Versuche sind niimlich angestellt, bevor er seme Methode fur 
die Bestimmung des Stickstoffes fand. Diese ist es, welche 
ich auf die unten angefiithrte Weise zur Anwendung gebracht 
habe. 

Meine Versuche haben sich bisher in zwet Hauptgruppen 
getheit: 1. Versuche mit Griinmalz, 2. Versuche mit 
Darrmalz, sowie ich gelegentlich auch die Enzymwirkungen 
im Auszug von Gerstenkornern in spiteren Keimungs- 
stadien als dem Griinmalz untersucht habe. 


!. Versuche mit Griinmalz. 


Zu diesen sind die fertig gekeimten GerstenkOrner ver- 
wendet worden, unmittelbar bevor dieselben zum Trocknen 
auf die Darre gebracht werden. Die Korner wurden in einer 
leischhackemaschine zu einem dicken Brel zerquetscht und 
darauf mit Wasser angeriihrt (gewohnlich 3 Theile Malz auf 
+ Theile Wasser). Nach dem Verlaufe von 14/2—1 Stunde, 
withrend welcher Zeit die Masse einige Male umgertihrt wurde, 
wurde sie auf ein Faltenfilter gegossen und das Filtrat aut 
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dasselbe zuriickgegossen, bis es klar hindurch lief (in der 


Regel nach '/4 Stunde). Demniichst wurde das Ganze in 
einem Eisschranke bei einer Temperatur von circa 5° C. bis 
zum niichsten Tage gehalten, worauf das Filtrat zur Anwen- 
dung kam. Sollte derselbe Auszug in mehreren, aufeinander 
folgenden Tagen benutzt werden, so wurde er in einen Eis- 
eimer mit einer Temperatur von 0° C. gebracht, wo derselbe 
sich ungeschwiicht wenigstens & Tage lang halten konnte. 
Dahingegen wurde das Enzym nach und nach bei 5° C. stark 
geschwiicht, wahrscheinlicher Weise in Folge einer bald ein- 
tretenden sauren Gihrung des Auszugs. Zur Bestimmung der 
proteolytischen Wirkungen des Auszugs wurde an Stelle von 
«Kleber» ein aus Weizenmehl durch Behandlung mit) 55° o 
Alkohol ausgezogener Eiweissstoff (Weizenglutin) angewendet, 
der spiter durch wiederholtes Austrieren gereinigt und schliess- 
lich mit absolutem Alkohol niedergeschlagen wurde, danach 
pulverisirt, mit Aether und Alkohol nachgewaschen, im Vacuum 
zu einem sehr feinen Pulver getrocknet, das in Wasser unlés- 
lich, aber in’ sehr schwachen anorganischen Siiuren, besser 
jedoch noch in) Milch- oder Essigsiiure, l6slich ist. Bet den 
meisten meiner Versuche (Grundversuche) habe ich eine 2° .ige 
Aufl6sung von Glutin in 0.4°;5 1ger Milchsiiure angewandt, welche 
ich mit einem gleich grossen Volumen Malzauszug vermischte, 
wodurch ich demnach 1°,o Glutin und 0,2° 9 Milehsiiure ausser 
den im Malzauszug enthaltenen Eiweissstoffen und Siuren zu 
meiner Arbeit erhielt. 10 cem, Glutinauflésung -- 10 ccm, Malz- 
auszug werden in einem 100 cem.-Messkolben gemischt und 
bei 47°—488 (was sich ber besonders angestellten Versuchen 
als Temperaturoptimum erwies) im Wasserbade (Maischbecher) 
2 Stunden lang gehalten. Nach schneller Abkihlung wurden 
jedem Kolben 10 com. einer 5° o igen Gerbsiiurelosung zugesetzt, 
mit Wasser zu 100 cem. verdiinnt und nach einer Weile filtrirt. 
Das Filtrat war voOllig wasserklar und von diesem wurden 
d0 ccm. zu jeder Bestimmung verwendet. Nach Kindampten 
unter Zusatz von einigen Tropfen concentrirter Schwetelsaure 
in langhalsigen Kochkolben (Stickstoffkolben) ungefihr bis zur 
Trockne wurde die Stickstoffbestimmung auf gewohnliche Weise 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. NXXL. hy 
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nach Kjeldahl s Methode ausgeftihrt. Da die N-Bestimmungen 
immer im Filtrat vom Gerbsiureniederschlage der Mischungen 
von Glutin und Malzausziigen, bez. von Glutin oder Malzaus- 
zugen allein, sowohl vor wie nach der Einwirkung ausgefiihrt 
wurden (das ganze unbeeinflusste Glutin wurde itibrigens von 
Grerbsiiure niedergeschlagen), wurde demnach die im Laufe 
der Versuche bemerkbare Zunahme des Stickstoffes in dem 
Kiltrat von dem = Gerbsiiureniederschlage als Maass_ fiir die 
Wirkungen des proteolytischen Enzyme (Peptase) benutzt. 

Ich gehe hier nicht niither auf die qualitative Seite der 
Sache ein, weil meine Versuche in dieser Richtung noch nicht 
abgeschlossen sind, sondern mache nur darauf aufmerksam, 
dass unterder Kinwirkung des Enzvms eine bedeutende 
Menge von Stoffen gebildet werden, die nieht durch 
frerbsiiure gefillt werden, was. sicherlich eine ziemlich 
lief gehende Zersetzung der Eiweissstoffe bezeichnet.  Ver- 
eleichende Versuche, welche ich tiber die Einwirkung des 
Pepsins sowohl auf Glutin als auf Casein in’ milchsaurer 
und salzsaurer Losung von verschiedener Stirke anstellte, 
gaben niimlich das Resultat, dass durch Malzenzym mehr N, 
der nicht von Gerbsiiure ausgefiillt wird, als durch Pepsin 
eebildet wurde. Das schliesst nattrlicher Weise nicht aus, 
dass das Pepsin auf friheren Stadien der Zersetzung be! 
Weitem kriiftiger gewirkt und z. B. eine gréssere Menge von 
Albumosen und verschiedenen Peptonen gebildet haben kann. 
Man muss sich uberhaupt, wenn es sich um Zersetzungen der 
Kiweissstoffe durch Enzyme handelt, genau einpriigen, welche 
Art yon Eiweissstoffen gemeint ist und welche Fiillungsmittel! 
ungewendet werden. Denn die Bildung der Produkte, welche 
mit verschiedenen Fiaillungsmitteln nachgewlesen wird, kann mog- 
licher Weise verschiedene Abhiingigkeit von diusseren Factoren 
aufweisen. Ein bestimmtes Fillungsmittel enthillt nur eine 
hestimmte Phase der Enzymwirkung. beispielsweise wird an- 
gefilirt, dass Kjeldahl durch Ausfillung mit CuSO, das 
Temperaturoptimum zwischen 50,5 und 55° liegend fand, 
withrend ich bet Fiillung mit Gerbsiiure dasselbe zwischen 
47° und 48° fand. Vielleicht wird der grosste Theil der 
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Produkte, die sich nich nicht mit CuSO, ausfiillen lassen, bet 
90,5—55° gebildet werden, wiihrend bei 47—-48° die meisten 
der Stoffe entstehen, welche nicht durch Gerbsiiure ausgefiillt 
werden. 

Hier werde ich denn einige der wichtigsten meiner zahl- 
reichen Versuche anfiihren. 

Der Einfluss der Temperatur. Der Malzauszug (Mu 
wurde aus 1 Theil Malz und 2 Theilen Wasser bereitet, war 
also etwas schwiicher als in spiiteren Versuchen. Von Glutin 
(Gl) wurde eine 2°/oige Aufl6sung in einer 0,4°/oigen Milchsiure 
angewandt. 20 ccm. Mu + 10 cem. Gl unter Zusatz von 
Thymol stand 2 Stunden lang bei verschiedener Temperatur. 
Spitere Versuche bewiesen, dass Thymol die Enzymwirkung 
abschwiicht, daher fand ich verhiltnissmiissig niedrige Zahlen. 
Folgende 4 Versuchsreihen wurden mit demselben Malzauszug, 
jedoch zu verschiedenen Zeiten, angestellt. Derselbe stand in 
der Zwischenzeit im Eiseimer bei O°, schwiichte sich jedoch 
allmahlich ab, wahrscheinlich in Folge des zugesetzten Thymols. 
Von den beiden zusammengehorigen Kolonnen wird die rechte 
angeben, wie viele Milligramm N sich nach den Versuchen der 
Fillung durch Gerbsiiure entzogen haben, der Abktirzung wegen 

peptonisirter N» genannt. 








I. Rethe Il. Rethe III. Reihe IV. Reihe 
27. Januar 1899 | 27. Januar 1899 | 28. Januar 1899 | 30. Januar 1899 
Temp. | Peptonis, NJ Temp. Peptonis. NJ Temp. | Peptonis. NJ Temp.  Peptonis. N 

5° | 0.00me] — ta on . stn 

15° | O42 > = 

95° | 142 > | — = _ - a 

35° | 3.80 » 47° 5D42 mg | 46° 4.50 mg 

45° | 9,34 49° d,14 >» 18 ° £8 — 

50° D.38 » 51° tSS8 > 52° | 414 » yO” 5.92 me 
55° | Bod > 7s 474» ye 3.26 - 

60° | 204 » _ _ one _ 
65° -- — — — 65° 1“) mg 
7)? Sali bane wee ; 7° OR > 
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In einer anderen Versuchsreihe, welche 4 Stunden 
dauerte, zeigte sich jedoch ein Steigen des peptonisirten N 
zwischen O—)°, 


O°: OO me N 
5°: 0.30 mg N 
10°: 147 mg N 
20° : 2.32 mg N. 


“7usammen genommen weisen die genannten Versuche 
ein allmihliches Steigen mit der Temperatur von O° bis 47°—48? 
auf und danach ein jihes Fallen bis 70°, bei welcher 
Temperatur eine jede Wirkung aufgehort hat. 

Der Einfluss verschiedener Antiseptica. Zum 
Unterschied von mehreren anderen) Enzymen ist) das hier 
besprochene (welches ich Peptase zu nennen  pflege) sehr 
empfindlich gegen Antiseptica, wie folgende Versuche beweisen 
werden, Nach Verlauf von 2 Stunden waren bei einer Temperatur 
von 47° in LO com. Gl.-+ 10 com. Malzauszug gebildet folgende 
Mengen peptonisirtes N: 





Qhne Antiseptica  . . . 996 mg | Mit O00 °/o Formol . . 10,16 mg 
Mit Thyiol gesiittigt .. 6.72 » 0125 » , ~~ ee 
Chloroform gesiittigl 5.82 O.d0 t.46 
ie Formol . . +. O75 » . . 416 
1° o Benzoesiiure. . 2.16) » 1.00 » 82? 
1°/o Salicylsfure . . 0,92 1,25 3,12 
[50 » i « 34 


Die anvefiihrten Stoffe bewirken demnach eine sehr 
merkbare Schwiichung der Enzymwirkungen = selbst) in- selu 
schwachen Concentrationen. Wenn Benzoe- und Salicylsiure 
anscheinend kriiftigst in solcher Hinsicht wirken, ist es sicher- 
lich dem Umstande zuzuschreiben, dass diese theilweise das 
Glutin und damit ebenfalls das Enzym_ ausfiillen. Dass Anti- 
septica allmiihlich das Enzyvm_ selbst destruiren und nicht an 
und fiir sich dessen Wirkung hindern, k6nnen vielleicht folgende 
Versuche ergeben. Die Destruction ist hier als ein langsam 
fortschreitender und nicht als ein augenblicklicher Process an- 


zusehen, 





Ohne Formol Mit 1°. Formol 





Nach '/2 Stunde bei 47° wurde peptonisirt . . . . 3,82 mg N 112 mg N 
Nach 1 Stunde bei 47° wurde peptonisirt. . . . . 2.14mg N 
Nach 2 Stunden bei 47° wurde peptonisirt . . . . 10,16 mg N 2.46 mg N 


Aus diesen Versuchen sieht man, wie vorsichtig man 
mit dem Zusetzen von Antisepticis sein muss. Dieselben sind 
auch bei spiiteren Versuchen nur ausnahmsweise  benutzt, 
withrend man den Auszug durch Kaltstellen aufbewahrt. Lange 
dauernde Versuche werden ebenfalls unsicher, weil sich  all- 
mithlich Fiiulnissbakterien entwickeln. Deshalb haben meine 
folgenden Versuche meistentheils auch nicht tiber zwei Stunden 
sedauert. 

Kinfluss der Siiuren. Im Gegensatz zu den Herren 
Windisch und Schellhorn habe ich stets die besten Resultate 
bet Anwendung von saurer Reaction erreicht. Die Versuche, 
welche ich bisher mit neutraler und alkalischer Reaction (zur 
Alkalisirung wurde '/10 Normalnatronlauge gebraucht) angestelll 
habe, sind alle negativ ausgefallen. Trotz des giinstigen Ein- 
flusses, den die Siiuren haben, sind doch nur itusserst schwache 
Concentrationen gestattet: namentlich gilt dieses von den 
untersuchten unorganischen Siiuren. Unten angegebene Versuche 
sind wie gewohnlich mit 10 cem. Glutin in der betreffenden 
siaure aufgel6st und 10 cem. Malzauszug, welcher seme ur- 
spriingliche (saure) Reaction bewahrt hat, angestellt. Letztere 
kann etwas in den verschiedenen Ausziigen variiren, weil sie 
1.25—2 cem. 3/10 Normalnatronlauge zur Neutralisation von 
10 cem. verlanet. 

Kin Zusatz von freier Séure erhodht doch immer die 
Selbstpeptonisirung des Malzauszuges in verhiiltniss- 
miissig hohem Grade. Nach Ad. Ott (Zeitschrift. fiir das ge- 
sammte Brauwesen, XX, 1897, 5S. 633—6356) wird im nor- 
malen Malz und Wirze keine freie Siiure gefunden. Die saure 
Reaction ruhrt hauptsichlich von sauren Phosphaten her. Erst 
durch eintretende Giihrung bilden sich freie organische Siituren 
Milch-, Essig- und Bernsteinsiiure). Es wird namlich immer 
im Malzauszug ein Theil Eiweissstoff, der von dem Enzym_ be- 
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einflusst wird, gefunden. In den gewohnlichen Ausziigen von 
3 Theilen Malz zu 4 Theilen Wasser wird in 10 cem. 16° big 


19 mg Totalstickstoff gefunden, wovon ca. die Hiilfte (durch- . 
echnittheh 52—53"0, welche Zahlen nur sehr wenig variiren. , 
zwischen 90,5 und 95.5% 0) nicht von Gerbsiure niederge- - 
schlagen wird. In Versuchen mit Malzausztigen allein = mi! 
0.2°oiger Milchsiure wird der peptonisirte N in der Regel um 
2.0 bis 2.5 mg im Laufe von 2 Stunden bei 47° C. erhoht 
Von dem Einfluss der Milchsiiure auf die Selbstpeptonisirune 
des Malzauszuges gaben folgende Versuche einen Begriff: 

lO com. Mu. 2 Stunden bei 47° C, 








Milchsiiure Peptonisirter N 
0,0 oo 0.72 mg 
0.2 ° v0 0.90 » 

1.4) 0 1.90 >» 
a0 0 2 SU 

10,0) 9 40 1.66 
20.0 ° v0 O70 


Wir erhalten hier in’ der Hauptsache dieselben Curven 
wie in den Versuchen durch Mischungen von Glutin und 


Malzauszug. 
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Ueber den Einfluss der Salicylsiure siehe unten an- 
cefiihrte Maischversuche. 








Salzsiure as aaah ceania Schwefelsiure eeptonssirter 
N N 

NOL8% 00 == 2000 Normals. 0.92 mg 0,02-4°o0 'eooo Normals. | O.4+ meg 
0492/00 == 's00 1.08 0.060°%/o9 == 4 s00 [8 
Y9O"!00 = */400 | S+4 0.120°/0, = seo 210 
1 1SO° co = 1990 5,24 0.240 oo 200 +42 
1360 %/o0 = #Ys00 8.66 0.330960 1150 Dts 
.720°/oo == */s0 2.96 O.490" v0 190 7,14 
1 S008 569 lig (V5? O.6509%) 59 == ' 7 O10 
() ISO 6 9 1 -y (05 


Die angefiihrten Versuche zeigen, dass sowohl die organi- 
<chen wie die unorganischen Siuren in emer gewissen Con- 
centration emen stark beschleunigenden Einfluss auf die 
Wirkungen des Enzyms haben, aber dass letzteres ausser- 
ordentlich empfindlich geringen Verinderungen im 
Siuregrad gegentiber ist, namentlich gegentiber den unor- 
canischen Siuren. Man kann nicht hinauf bis zu 1° oo Schwetel- 
~iiure eclangen, bevor das Knzvm plotzlich ZeEVsetzi wird, wiihrend 


2" oo einen sehr gitmnstigen Einfluss auf dasselbe hat. Mileh- 


~iure und Essigsiure haben dahingegen noch bet 20—30° oo 
einen sichtlich giinstigen Einfluss, und das Optimum fiir diese 
Siituren liegt ber P—#°/o0, 

Die Natur und Concentration des Eiweissstottes. 
Wahrscheinlicher Weise verhalt das Enzvm sich verschiedenen 
Hiwelssstoffen gegeniiber verschieden.  Vielleicht wird eben 
Fibrin, das von eimigen Forschern, die zu negativen Resultaten 
velangten, benutzt wurde, nicht beeinflusst. Es liegt nahe, 
unzunehmen, dass das Enzym besonders wirksam gegeniiber 
den Eiweissstoffen der Gerste ist (Gerstenglutin), welche 
kinwirkung zuvorderst zu untersuchen insofern am natirlichsten 
~-in wiirde. In Folge der grossen Schwierigkeit, welche die 
Herstellung einer so grossen Menge Gerstenglutin, wie ich zu 
meinen zahlreichen Versuchen nothig hatte, verursacht, habe 
ch, wie schon erwiihnt, an Stelle dessen Weizenglutin ge- 
braucht, welches viel leichter herzustellen ist. Dass das Enzyvm 
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auch auf die Eiweissstoffe der Gerste wirkt, wird ebenfalls 
aus den untenangefiihrten Maischversuchen hervorgehen. — 
Was thierische Eiweissstoffe betrifft, habe ich nur die Wirkung 
auf Gasein untersucht, sowohl in salzsaurer als auch in milch- 
saurer Losung. In beiden Fillen wurde das Casein stark be- 
einflusst. In dem Versuch mit 1°/o Casein und 0,36°/00 Salz- 
siiure wurden 7,10 mg N- peptonisirt, in einem anderen mit 
2° oo Milchsiiure 9.16 me N, wahrscheinlicher Weise ist ausser- 
dem ein groésserer Theil des Caseins zu Produkten (Albumosen. 
Propeptonen u. a.m.) umgebildet, welche wohl von Gerbsiiure, 
aber nicht von eimigen anderen Eiweissfiillungsmitteln nieder- 
seschlhigen werden, 

Ks muss auch nicht vergessen werden, die Frage = zu 
erortern, wie weil das Peptonisiren tberhaupt gefiihrt werden 
kann, d. he. wie gross der Theil eimes Eiweissstoffes ist, der 
umeebildet werden kann, ob vielleicht die ganze Menge nach 
dem Verlauf einer gewissen Zeit umgebildet ist. Wall man 
untersuchen, in welcher Concentration em bestimmter Eiweiss- 
stolf am besten umgebildet wird, muss man zugleich zwischen 
der absoluten Menge des peptonisirten N und der Grose 
der Procentmenge des Totalstickstoffes unterscheiden. — E- 
ist selbstverstiindlich, dass die Versuchszert hier ein wichtige 
Factor ist. lech habe hiertiber einige Versuche mit 2° 00 Milch- 
siiure angestelll, die ich unten ohne weitere Discussion anftihre 








|. Versuchszeit 2 Stunden Il. Versuchszeit 5 Stunden 

Concentration Peptonisirter Concentration) Peptonisirter Ligea, & 
des Glutin N iy Os SORT aso atialaas | N en ones 

0.29" o ISS ing 25.002 9 (),225 °/o 3.42 mg £9.60 
5 5.2 23,47 Jo 0.5 %o 6.56 13,73" 

LQ | 6.4 21 80%/o 1.0 %% 10.92 16.440) 
() Q &4 16.495 2() %o 15.12 25,20" 

0) 12.61 14,01 ° 0 3.0 "o 1 1834 PO 3S 
tO 9 9 11.51 Y 59? 0 4() 9 19,28 16,07" 
D0 °/o [2.42 8.21% D0 %o 19.92 » 12,28° 


Es scheint, dass die absolute Menge peptonisirter \. 
» 


sobald man tiber 3° o hinaus gelangt, nicht linger merklic! 
mit der Concentration von Glutin vermehrt wird, selbst wenn 
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die Versuche lange dauern (5 Stunden). Wie es sich mit den 
nachsten Umbildungsprodukten des Glutins (Albumosen u. s. w.) 
verhiilt, kliiren diese Versuche nicht auf. 

Das Keimungsstadium. <Ausser bei dem fertigen 
(9 Tage alten) Griinmalz habe ich auch die Enzymwirkung 
bei Gerste in einem spiiteren Keimungsstadium untersucht. 
Fertiges Griinmalz wurde 7 Tage hindurch an einem dunkeln 
Orte in einer Trommel angebracht, welche hiiulig herumgedreht 
und befeuchtet wurde. Aus den Kornern mit ihren langen 
Wurzeln und 7,8 cm. langen etiolirten Sprosslingen wurde 
durch Zerquetschen und Pressen ein wiisseriger Auszug mil 
ungefiihr derselben Menge Totalstickstoff (19,42 mg in 10 ccm.) 
wie aus dem gewohnlichen Malzauszug zubereitet. Von den 
19.42 me N wurden 11.76 mg oder 60.5% 0 micht durch 
Gerbsiiure gefiillt. (Vergl. S. 85.) Unter dem fortgesetzten 
Keimungsprocess sind also ferner circa 8% o von dem Total- 
stickstoff peptonisirt worden. Wurde diesem Auszug 0,2" 
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Milchsiiure zugesetzt, so wurden in 2 Stunden ber 44°, ferner 
2.30 mg N- peptonisirt und liess ich das Malzenzym— ein 
sleiches Volumen (10 cem.) einer 2°/91gen Glutinlésung mit OL 4°. 5 
Milchsiiure beeinflussen, wurden 6,52 mg N des Glutins pepto- 
nisirt, also nur etwas weniger als in den Versuchen mit Griin- 
malzausziigen. Das eigentliche Selbstpeptonisirungsvermogen, 
wie das Vermogen, Weizenglutin wnzubilden, halt sich demnach 
In spiiteren Keimungsstadien (bet 16° Tage alten Gersten- 


keimpflanzen) bemahe ungeschwicht. 


2. Versuche mit Darrmalz. 

Es ist von besonderem Interesse fiir die Praxis, zu er- 
fahren, ob das Enzym die verhiltnissmiissig hohe Temperatu 
‘auf Alt Carlsberg Malzeret bis gegen 90°), wie man sie beim 
Trocknen des Malzes gewohnlich gebraucht. ertragen kann. 

Als Fortsetzung der vorangegangenen Versuche  unter- 
suchte ich darauf zuniichst 1. ob der Darrmalzauszug auch 
auf Glutin wirke, und danach 2. ob eine Zersetzung der eigent- 
lichen Ma!zeiweissstoffe unter dem Brauprocess, dem Maischen, 
vor sich geht. 
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Das angewandte Malz wurde auf emer Mihle ungefiihr 


zu feinem Mehl gemahlen, in) welchem die Spreustiickchen 
cleichmiissig sich vertheilen lessen. Die Masse wurde nun mit 
verschiedenen Mengen Wassers, bezw. 4 und 2 Theilen aut 
| Theil Malz digerirt. Im ersten Falle setzte ich 0,2°/01ge Milch- 
siiure dem Wasser zu und liess den Auszug auf eine Glutin- 
lOsung in derselben Concentration von Milchsiure wirken: 
wo die rein witsserigen Ausziige angewandt wurden, wirkten 
sie dahingegen auf eine Glutinidsung in 0,4°/o1ger Milehsiiure und 
zur Untersuchung der Selbstpeptonisirung der Ausziige wurden 
sie mit einem gleichen Volumen Wassers mit oder ohne 0,2°/5 ige 
VMilchsiture verdiinnt, so dass der schliessliche Gehalt an Milch- 
sure 0.2%) oder Oo war. Ferner wurden vergleichende 
Versuche mit dem milchsauren Auszug angestellt, wober der- 
selbe in dem eimen Fall in einem Wasserbade ber 1LOO° er- 
wilrmt und ber dieser Temperatur 10 Minuten lang erhalten 
wurde, um das Enzym zu zerstoren, Dabei wurden wie ge- 
wohnhlteh 1O cem. Malzauszug und 10 cem. Glutin in 2° 9 ige) 


AuflOsung verwendet, 


Die Resultate der Versuche waren folgende: 





Total-N Peptonisirter N 


Nach weiteren zwel Stunden bei 47 
Nach zweistiindiger 
at Ohne Mit 
Twectio oo ) Mee + : 
Digestion bei 5 oh tye Differenz We es Differen 
Glutin Glutin 





Wiisseriger Auszug LO.72 mg b.90mge) 594mg O04 mg) 900mg 310 mz 


Milchsaurer 4 11,20 82 7.42 > | 0.90 11.62 4.50) 
Nach einstiindiger 
Digestion ber 18° 
Milehsaurer Auszug 
a. Nicht gekocht JLO.29 mg) 5,74 mg) 6.54 » | 0.80 » | 9,90 4,16 
b. Gekocht 10.16 D.6-4 y.70) 0.06 5,62 » 0,08 
Wiisseriger Auszug 
von 1 Theil Malz und]2t.60 mg 10,74 mg 22,64 mg (11.90 mg 


2? Theilen Wasser 
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Diese Versuche beweisen also: 1. eine deutliche 


Enzvmwirkung ebenfalls im Darrmalzauszug, indem 
dabei sowohl eine Selbstpeptonisirung wie auch eine 
Umbildung des Weizenglutins eintritt: 2. dass ein ge- 
ringer Gehalt an Milchsiiure einen stark beschleunigen- 
den Einfluss hat: 5. dass Kochen das Enzym zerstort 
und 4 dass eine gewisse Proportionalitét zwischen 
den Enzymwirkungen und der Menge des im Auszug 
sich findenden Stickstoffes existirt (vel. Stickstolfgehal! 
und Enzyvmwirkungen im Griinmalzauszug). 

Demnach musste man annehmen, dass das Enzym eben- 
falls unter dem Brauprocess sowohl auf geléste wie unge- 
lOste Eiweissstoffe wirkte, und es war deshalb von grésstem 
Interesse, diese Wirkungen so weit wie modglich unter den- 
selben Versuchsbedingungen zu verfolgen, wie sie in’ der 
Brauerel vorgefunden werden, jedoch mit den Modificationen, 
welche die Laboratoriumversuche bedingen, und mit solchen 
Parallelversuchen, die zu einem ferneren Verstiindnisse des 
Processes fiihren konnten. Ich stellte deshalb u. A. folgende 
Maischversuche an: Zu jedem dieser Versuche wurden 50 ¢ 
fein gemahlenes Malz verwendet. welchem 200 cem. tm Voraus 
zur betreffenden = Temperatur erwiirmtes Wasser zugesetzt 
wurden. Die) Mischung wurde in’ einem Maischbecher is 
Wasserbad gebracht und ca. alle 10 Minuten umgeriihrt. Je 
nachdem das Wasser verdampfte, wurde es wieder aufgefiillt. 

Nach dem Maischen wurde der Inhalt in 250 ecm. Mess- 
kolben gegossen, es wurde bis zur Marke mit Wasser auf- 
sefiillt und mit Chloroform gesiittigt (um eine moglicher Weise 
begonnene Milchsiiuregiithrung zu sistiren oder zu verhindern. 
Darauf wurde filtrirt und das Filtrat zuriickgegossen, bis es 
vOllig klar durch ein gewoOhnliches Filtrum hindurchlief; dem 
Filtrate wurden dann Proben entnommen je 10 cem. zu den 
verschiedenen Bestimmungen (Siurebestimmungen, Total-N und 
peptonisirter N). Es wurden hier, wie in ailen vorhergehenden 
Killen, Doppelversuche angestellt und Doppelbestimmungen vor- 
genominen. Die angefiihrten Zahlen sind in der Regel Mittel- 
zahlen der 2 Bestimmungen. Kbensowenig wie ich die 
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einzelnen Details der Versuchsanordnung beschreiben will, 
werde ich die Resultate eingehender discutiren, sondern mich 
mit Ausziigen meiner Versuchsprotokolle begntigen (eine aus- 
fihrliiche Bearbeitung wird spiter erscheinen). 

Die angefithrten Zahlen sind umgerechnet pr. LOO g Malz 
(500 cem.). Die Aciditiit ausgedriickt durch die Anzahl von 
ecm. 4/190 normaler Natronlauge, welche zur Neutralisation von 
DOO com. der Wiirze ausreicht. 


I. Maischen bei den gewoOhnlichen Brautempera- 
turen. 

Bei den Parallelversuchen wurde mit Chloroform gesiattigt, 
das ja einen schwiichenden Einfluss auf die Peptase hat. 
Wenn diese hier etwas geringer als in friiheren Versuchen 
erscheint, kommt es sicherlich daher, dass sich in dem = zer- 
quetschten Malz viele intacte Zellen befinden, in welche das 
Chloroform nicht einzudringen und das Enzym = zu zerstoren 
vermag. Zum Vergleich wird ein Maischversuch bei O° in 
einer Stunde (unter Umrithren) angefiihrt. 








Ohne Chloroform Mit Chloroform gesiittiz! 
-ac,2,; Lotal- | Pept. | %/ Pept. ag Total- | Pept. | 9%) Pey 
Aciditat ; : cae. Aciditiit : i 
sie N N N N N \ 
me mg Vig | 
| 
Kiswasser (0°) PMt. oo. 8). 67.) ‘ROD = P4A D1.0 
1°/4 St. ber 35° yd \() DOLD, B29 D8.6 79D 456.5! 303 66.4 
13's St. b. 35° +: 14/2 St. b. 50° 130 O38.5) 414 | 664 107 | 526.0) 356 67.6 
| 1 Nf }) ) |! » Nt h 
a” + EM. 629° . 2 152.5 | 665.0) 464 | 69,8 120 | 576.0) 416 rp ee 





Man sieht demnach, dass unter dem Brauprocess 
eine recht bedeutende Peptonisirung stattfindet, und 
dass nicht allein die Menge des Totalstickstoffes, der ausgezogen 
wird, sondern auch die procentische Menge des peptonisirten 
N steigt. In den gewo6hnlichen Ausziigen von Griinmalz (siehe 
S. 8)) befinden sich in der Regel nur 52—53°/o vom Total- 

































stickstoff in peptonisirtem Zustand und hier im Versuche bei 
(° gleichfalls nur 51°/o, wiihrend diese unter dem Maischen 
bis auf nahezu 70°/o steigen, obwohl die Totalstickstoffmenge 
gleichzeitig bedeutend gestiegen ist. Die Menge der freien 
Sidure spielt sicherlich hier eine wichtige Rolle (unter dem 
Maischen wird vielleicht durch Giihrung eine geringe Menge 
freier Milchsiiure gebildet), weil sie sowohl mehr von dem 
vorhandenen Eiweissstoff aufl6st, als auch die Wirkung des 
Enzyms_ befordert. Hierauf deuten ebenfalls die folgenden 
Versuche, in welchen 0,2°/0 Salicylsdure zugesetzt war, 
obwohl das Enzym bei den hohen Temperaturen hier geschwiicht 
sein. musste. 

I. Maischen in 41/4 Stunden bei constanter Temperatur, 
mit und ohne Chloroform oder Salicvlsiiure. 





Aciditiit. Total-N | Pepton. No Pept. N 





Olme Zuentt . « « « « 135 6290 mg) 4343 mg | ORS eo 
62.5°*° Mit Chloroform gesiittigt 125 ATS » 328 >» | 69.3 Jo 
Mit 0.2 °%o Salicylsdure 167.5 698.5 » 550» 18.4 80 
Ohne ZUsats . 6 a ss 125 D445» BOL» 64,9 %/o 
70° * Mit Chloroform gesiittigt LO7 47 > 264 » 649 
Mit 0,2 °/o Salicylsiure 170) 605.5 » 109 | 67.59 °/o 





Auch diese Versuche lasse ich vorliiufig fiir sich selber 
reden. 

Il. In den nachfolgenden Versuchen ist untersucht worden, 
wie das Peptonisiren vor sich geht, wenn wahrend der ganzen 
Zeit bei constanter Temperatur gemaischt wird, und welche 
von 4 beispielsweise unier den Brauprocessen anzuwendenden 
Temperaturen sowohl die groésste Menge des Totalstickstofles, 
als auch des peptonisirten Stickstoffes ergibt. Um den = zeit- 
semiissen Verlauf des Processes zu verfolgen, sind die Parallel- 
versuche nach verschiedenen Zeitriiumen abgebrochen worden, 
und zum Vergleich wird hier ein Versuch bet 0° in 41.4 Stunden 


angeftihrt. 











Versuchsdauer Aciditiit Total-N Pept. N- Unbeeinflasster X °/o pept. N 








0° 444 Stunden 79 424 ing 202 mg 222 ing 477 ° 
13/4 ' 97.5 D43 > 274 » 269 50,5 °/o 
35° 731% 119.0 DS 302 » 287» 31,3 %'o 
ae 122.5 D993» 327 266 55,1 5 

Ll 3/4 115.0 DIO 373 217 63.2 ° 
50° 2314 145.0 616 B88» 228 > 63,0, 
t 1, 120.007) 641.5 LOG 235.5 63,3 9» 

13/4 110.0 n09 » =| 819 190» 62,7 ° 

625°73'4 115.0 N34 43 OL» 64.2 ” 
tly 130.0 DDI , 397 194 » 64,8 9 4 

{ 3/4 145.0 BYRD PAD 163.5 56.5 ° 

70° 23's 137.5 ABD 24 IS] 58.4 ° 

t */4 117.5 32 2565 » i746 » | 891° 





Aus diesen Versuchen geht hervor, dass bei 50° sowolil 
mehr Totalstickstoff ausgezogen als auch peptonisirter N 
vebildet wird als bet den anderen Temperaturen. Das stimmt 
mit den angefiihrten Versuchen iiberein, nach welchen das 
Temperaturoptimum fiir die Wirkung der Peptase bet 47—48' 
liegt. Der Zusatz ciner geringen Menge freier Siiture wiirde 
sicherlich in) hohem Grade das Peptonisiren beschleunigen. 
Kinige hieriiber angestellte Versuche gaben folgende Resultate: 





Vermehrung des 





Un- 
Total Pept er Pept. e 
100 ¢ Malz + 400 ccm. Wasser heein- T ) Un- 
\ \ flusster N Total- Pept. beein 
N : XN N flussten 
: , N 
mg mg mg 0, mg mg mg 
Nach 2 Stunden ber 5° 429 236 193 DDO : ; 
‘a : 195 150 to 
» > 17"| 624 BR6 238 61.8 
100 ¢ Malz +- 400 ccm. Wasser 
mit 0.2%, Milechsiure 
Nach 2 Stunden bei 58 458 aio Eat) d9,6 
, _ ies -_ aes 394 30-4 () 


2 ba spo2 77 2759 67.7 
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Es ist demnach keinem Zweifel unterworfen. dass die 


Peptase withrend des Brauprocesses wirkt und dass 
sie in hohem Grade fiir den Gehalt des bBieres an 
stiekstoffhaltigen Bestandtheilen bestimmend ist. Die 
nicht peptonisirten Eiweissstoffe werden vielleicht zum = grossten 
Theil im Hopfenkessel und durch die anderen Erwiirmungspro- 
cesse, denen die Wiirze und das Bier unterzogen werden, aus- 
gefallt, jedoch bleiben da die durch den Einfluss der Peptase 
gebildeten Zersetzungsprodukte der Eiweissstoffe tibrig, von 
denen ein grosser Theil zur Erniihrung der Hefe gebraucht wird. 

Wenn-nun unter dem Maischen ein proteolytischer Process 
vor sich geht, ist es klar, dass das betreffende Enzym die Kr- 
wirmung, durch welche das Griinmalz zum Darrmalz wurde, 
ertragen hat. Ich versuchte nun. ob ein Griinmalzauszug eben- 
falls das Eindampfen zur Trockne aushielt. Nach = sehr 
beschwerlichem und langwierigem Eindampten bis ungefiihr zur 
Trockne im Vacuum ber 20—30 mim. Quecksilberdruck und bei 
einer zwischen 30° und 50° schwankenden Temperatur wurde der 
Extract schliesslich in 4 Tagen im Vacuum iiber Schwefelsiiure 
setrocknet und darauf pulverisirt. Eine Losung von 4°/o dieses 


Pulvers peptonisirte in 14/2 Stunden bet 45° von einer milch- 
sauren Glutinldsung 2.84% mg N, eine &° olge Losung ungefihr 
das Doppelte, niimlich 5.16 mg N. Es blieb demnach noch 
ein recht bedeutendes peptonisirendes Fermentirungs- 
vermogen iibrig, was sich jedoch verlor, als das Pulver 
22 Stunden bei 95° gehalten worden war. 

Ausser den hier genannten sind mehrere andere Ver- 
hiiltnisse bei den Wirkungen der Peptase untersucht, wie die 
Abhiingigkeit der Enzymmenge und der Zeit, der Einfluss 
des Frierens, Alters, Lichtes und des Alkohols, ferner 
wie viel diffusibeler Sticekstoff gebildet wird u. s. w. 
Da aber einige dieser Versuche noch nicht abgeschlossen sind, 
ind mehrere von ihnen ein’ spectelleres Interesse besitzen, 
habe ich dieselben hier nicht erwihnt. Da hier ausserdem 
eine Reihe anderer Fragen vorliegt, die der Eroérterung 
bediirfen, und einige der schon behandelten weiter ausgeftihrt 
werden sollen, muss ich ebenfalls in Betreff der Details bei 
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den Versuchsanstellungen auf eine spiitere  ausftihrlichere 
Bearbeitung meines Themas hinweisen, welche in den = «Mit- 
theilungen vom Carlsberg-Laboratorium» erscheinen wird. Die 
hier mitgetheilten Facta diirften vielleicht auf einiges Interesse 
rechnen im Anschluss an die von Windisch und Schell- 
horn, sowie einige andere im Laufe dieses Sommers veroffent- 
lichten Berichte. 


II. Das coagulirende Enzym (Lab). 


Ausser dem = proteolytischen habe ich inzwischen eben- 
falls ein eiweisscoagulirendes Enzym (Lab) im Matz 
nachgewlesen. In meinen ersten) Versuchen tiber die Ein- 
wirkung der Peptase auf Gluten («Kleber») beobachtete ich, 
dass dieses sich immer wie em Coagulum kurz nach dem 
Z7utsatz von Malzauszug sammelte, und dieses geschah fas! 
augenblicklich, nach weniger als dem Verlauf von 5 Minuten 
sowohl ber 50° als auch bet gewohnlicher Temperatur. Ich 
untersuchte darauf, ino welcher Weise der Malzauszug aut 
Mileh wirkte. Zu 25 cem. Milch kam 10 und 20) cem 
frischer Malzauszug (aus ft Theil zerquetschtem Malz und 
2 Theilen Wasser bereitet) und zur Kontrolle 20 eem. Malz- 
auszug, der im Voraus bis zum Kochen erwiirmt war. Nac 
Verluif emer Stunde war die Mileh mit den 20 cem. unge- 
kochten Malzauszug coagulirt, nach 2 Stunden die Proben 
mit tO cem.  Dagegen war nach ungefithr 54/2 Stunden 
Coagulation noch nicht in der Kontrolle eingetreten. In den 
beiden ersten Versuchen sammelte sich das Casein auf det 
Boden unter emer tiberstehenden klaren Fltissigkeit. 

Dass die Enzymmenge hier nicht nur fiir die Schnellig- 
ket, mit welcher die Coagulation zu Stande kommt, vou 
Bedeutung war, sondern auch entscheidend war, ob dieselbe 
iberhaupt eintritt, zeigen folgende Versuche mit einer Kleber- 
losung. Die Versuche wurden bet gewohnlicher  Zimmer- 
temperatur angestellt und begannen 3 Uhr 52 Minuten. U1 
3.96 coagulirte die erste Probe, 3.58 die zweite, die dritte tne 
vierte Probe coagulirte weder an diesem noch am_ folgenden 
Tage, An das Licht gehalten sah man die vorwiirtsschreitend 
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Coagulation in den Glisern mit 20 und 10 cem. und das 
Coagulum sammelte sich allmihlich auf dem Boden, wiithrend 
die dariiber stehende Fliissigkeit klar wurde. In den ent- 
sprechenden Versuchen bei 50°, welche vom 22. XI. 1898 
4 Uhr bis 23. XI. 9.30 Vormittags dauerten, fand eine geringe 
Fillung in den Gliisern mit 5 und 2 cem. Malzauszug statt: 
die dariiberstehende Fliissigkeit war jedoch nicht klar wie in 
den Proben mit 20 und 10 cem.: dieselbe hatte den opalisirenden 
Schein der KleberlOsung: wahrscheinlicher Weise war nicht 
geniigend Enzym zugegen gewesen, um allen Kleber auszufiillen. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XXXI. 








Beitrage zur Physiologie des Kreatinins. 
Erste Mittheilung. 
Von 
cand. med. Adalbert Gregor. 


Aus dem Laboratorium fiir angew. med. Chemie des Prof. Dr. Lébisch in Innsbruck 


(Der Redaction zugegangen am 20. September 1900.) 


Die in meiner Arbeit «Ueber den Einfluss des Alkohols 
auf die Ausscheidung der reducirenden Substanzen im Harne»?) 
festvestellte Thatsache, dass der Genuss alkoholischer Getriinke 
eine ausschiiesslich auf ihren Alkoholgehalt) zurtiickzuftihrende 
Vermehrung der reducirenden Substanzen des Harnes herbei- 
fiihre, legte unmittelbar die Frage nach der Art dieser Korper 
nahe. Sollen wir lier an die Entstehung einer alimentiiren 
Givcosurie denken oder eine) Vermehrung der im = normalen 
Harne vorkommenden reducirenden Substanzen  annehmen ? 
Letztere Vorstellung liegt um so nither, als die Ansicht, Glycose 
se) ein normaler Harnbestandtheil, in neuester Zeit durch 
Lohnstein?) heftigen Angriff erfahren hat. Von den in 
dieser Richtung charakterisirten Substanzen kiimen in- erster 
Lime die Harnsiiure und das Kreatinin in Betracht, weil ihre 
normale Ausscheidung hinreichend ist, um sie als einen 
Hanuptbestandthei der reducirenden Substanzen vermuthen zu 
lassen, und well die bekannten Schwankungen threr Menge 
eentigen konnten, wesentliche Schwankungen tn der Gesammi- 
reduction zu erkliiren. 

Wie ich empirisch fand, reduciren 0.2175 g Harnsiiure 
1oO com. Peska’scher Losung, Die Reductionskraft: derselben 


betriigt demnach 0.3706 von der des Traubenzuckers, atu 


1, Wiener klin. Wochenschrift 1900 Nr. 16. 
Ally. Med. Central-Ztg. 1900 Nr. 30 u. ff. 
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welchen die Ausscheidung an reducirenden Substanzen_ stets 
bezogen wird. Wir koénnten also vermuthen, dass, da be- 
kanntermaassen die normale Harnsiiureausscheidung O,7—1 ¢g 
betrigt, 6—10°/o der Gesammtmenge an reducirenden Sub- 
stanzen (ca. 3,3 g) Harnsiiure seien. Ich glaube aber, dass 
eine starke Beeinflussung der Gesammtreduction durch die 
Harnsiiture ausgeschlossen werden darf. Da die Harnsiiure 
durch Kupferoxyd viel schwieriger und langsamer reducirbar 
ist als die tibrigen in Betracht kommenden Harnbestandtheile, 
speciell die Glycose, kann bei Ausfiihrung der Peskaschen 
Titration die noch nicht zerstOrte Harnsiiure sich mit dem 
anderweitig gebildeten Kupferoxydul zu der bekannten unlos- 
lichen Verbindung vereinigen, welche nicht weiler angegriffen 
wird. Man sieht auch demzutolge ber Anstellung der ‘Titra- 
tion mit Harnsiiure oder harnsiiurereichem Harne den welssen 
Niederschlag sich bald bilden und bis zum Ende der Reaction 
ungelOst persistiren (die Erdphosphate miissen daber natiirlich 
ausgeschlossen werden). Es ser hierber ausdriicklich bemerkt, 
dass das Gesagte nur fiir die Untersuchung der Reductions- 
fihigkeit nach der Methode von Peska gilt, was also ftir sie 
in dieser Hinsicht einen Vorzug bedeuten mag. 

Was nun das Kreatinin anlangt, werden nach meiner 
Berechnung 100 cem. Peska scher Fliissigkeit durch O,1195 ¢ 
dieser Substanz reducirt, withrend zur Reduction der gleichen 
liissigkeitsmenge O,O802 ¢ Traubenzucker erforderlich sind. 
Ks betriet daher die reducirende Kraft des Kreatinins 0.6711 
von der des Traubenzuckers: ein Werth, der auch annihernd 
mit der Angabe Johnsohns idibereinstimmt, nach welcher 
+ Molekiile natiiriichen und 5 Molekiile kiinsthehen Kreatinins 
Fehling sche Lésung so stark wie 2 Molekiile Traubenzucker 
reduciren. Da also fiir natiirliches Kreatinin die reducirende 
Kraft O.77 der des Traubenzuckers, fiir kiinstliches 0.6 betriigt, 
<O verhalt sich die reducirende Kraft} des von mir aus Harn 
dargestellten Kreatinins gegen Peskasche Fliissigkeit, wie das 
Mittel aus dem kiinstlichen und natiirlichen Johnsohn’s gegen 
ehling sche Losung. Da nun die Ausscheidung an reduciren- 
len Substanzen im normalen Harne bezogen auf Trauben- 
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zucker ungefiihr 3,3 g, die Menge des tiiglich ausgeschiedenen 
15 g betrigt, ist natirlich an eine Iden- 


Kreatinins O,5—- g 
tificirung der reducirenden Substanzen mit dem Kreatinin 
nicht zu denken, aber damit auch nicht gesagt, dass die unter 
gewissen Umstiinden gefundene Steigerung in der Ausscheidung 
reducirender Substanzen nicht etwa durch Aenderungen in 
der Kreatininproduktion bedingt werde. Die Frage liesse sich 
ber genauer Kenntniss der Ausscheidungsverhiiltnisse des Krea- 
tinins entscheiden, allein schon die weiter unten des Niheren 
zu besprechenden Angaben der Autoren tiber den Eintluss der 
Muskelthitigkeit, die, wie ich nachgewiesen,!) ein Sinken der 
reducirenden Substanzen im Gefolge hat, auf die Kreatinin- 
ausscheidung liess mich die Nothwendigkeit erkennen, in 
eigens daraufhin gerichteten Untersuchungen die sparlichen 
Litteraturangaben zu ergiinzen, 

Fir die quantitative Bestimmung des Kreatinins kommt 
heute emzig und allein das) umstiindliche Verfahren Neu- 
bauer s und seine von Salkowski?) vorliegende Modification 
In Betracht, da die Methode Kolisceh’s.3) die auf der Filling 
des Kreatinins durch Quecksilberchlorid nach Johnsou be- 
eriindet ist, von vornherein ausgeschlossen werden muss, weil, 
wie Huppert hervorhebt, ein weiterer Zusatz von Quecksilber- 
chlorid neue Fiillungen mit sich bringt und nach einer Angabe 
Worners?) der Niederschlag auch noch andere stickstotl- 
haltige Substanzen enthiilt. Neubauer’s und Salkowski s 
Methode differiren vor Allem darin, dass Neubauer den durch 
Chlorcalcium gefallten Harn mit) Mineralsiuern anzusauern 
emptiehlt, offenbar in der Befiirchtung, dass in alkalischer 
Losung das Kreatinin in Kreatin tibergehe, wiihrend Salkowski 
einen ganz kleinen Alkalitiberschuss beim Ausfiillen erlaubt, 
der beim Eindampfen schwinden soll, so dass dann in 


1) «Veber die quantitative Bestimmung der reducirenden Substanzen 
im Harne nach dem Verfahren von Zdenek Peska», Centralblatt 
Krankheiten der Harn- und Geschiechtsorgane. X. Bd., Heft 5, 3. 254 

2) Zeitschrift fiir physiologische Chemie, bd. X. 

3 Centralblatt fiir innere Medicin 1895, 5S. 265-—269. 

4) Zeitschrift fir physiologische Chemie Bd. XXVII. 
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neutraler oder schwach saurer LOsung gearbeitet wiirde. Von 


vornherein wire Neubauer’s Verfahren zu billigen, allein 
nach meinen Erfahrungen bringt das Ansiiuern, sel es mit 
mineralischen, sel es mit organischen Sauren, es mit— sich, 
dass nach dem Zusatze der alkoholischen Chlorzinkl6sung zum 
kreatininhaltigen Alkoholextract keine Kreatininfiillung zustande 
kommt. Wir miissen uns daher hier dem Vorschlage Sal- 
kowskt s anschhessen, aber bloss auf den von ihm erbrachten 
Nachweis hin, dass bet seiner Methode nur Verluste von 
wenigen Centigrammen zu fiirchten sind: denn eigentlich wiiren 
grossere Schiiden zu gewiirtigen, da seine Angabe, dass die 
schwache Alkalescenz schwinde, der alten Erfahrung wider- 
spricht, wonach Harn durch Kochen alkalisch wird. That- 
siichlich konnte ich auch einen auffiilligen Umschlag der Reac- 
lion nie wahrnehmen und es wird eben im besten Falle in 
neutraler Losung gearbeitet. 

Daneben bringt das Verfahren Salkowskis noch einige 
praklische Abanderungen der alten Methode, aber es bleiben 
trotzdem auch an ihm ganz wesentliche Miingel haften. So bis- 
weilen das Ausfallen eines tlockigen Niederschlages nach dem 
Zusatze der Chlorzinkl6sung, selbst nach vorheriger sorg- 
filtigster Ausfiillung mit Chlorealcium. Diesem Uebelstande nach 
Voit s Vorgange zu begegnen, der sich durch einfaches Ab- 
liltriren zu helfen sucht, scheint mir etwas gewagt zu sein, 
denn firs Erste fehlt die Sicherheit, dass dieser Niederschlag 
selbst kein Kreatinin enthalte, und dann ist die’ Entstehung 
desselben durchaus nicht unmittelbar an den Chlorzinkzusatz 
gebunden, sondern bildet oft erst eine Ueberraschung nach dem 
vorgeschriebenen Stehenlassen tiber Nacht. Soll nun jetzt auch 
noch abfiltrirt’ werden? Sammt den Krystallen, die vielleicht 
im amorphen Niederschlage verborgen sind? Ein weiterer 
Mangel, der beiden Methoden anhaftet, ist die Chlornatrium- 
ausscheidung wihrend der Entwicklung der Kreatininchlorzink- 
krystalle. «Um die Bestimmung in solchen Fiillen noch zu 
retten , empfiehlt Salkowski die alkoholische Fliissigkeit ab- 
zugiessen und mit einigen Tropfen Wasser die Chlornatrium- 
krvstalle zu entfernen. Thatsiichlich ist aber die Bestimmung 
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nicht mehr zu retten: denn es ist nicht ausgemacht, dass keine 
geringe Loslichkert des doch nicht ganz reinen Kreatininchlor- 
zinks in Wasser besteht, zumal da eine Aufl6sung der Chlor- 
natriumkrystalle nicht sofort erfolgt. 

Wir sind also durch diese Umstiinde darauf hingewiesen, 
die Wiigungen bei der Kreatininbestimmung zu umgehen, und 
ich omochte daher zwei Verfahren vorschlagen, die sich mir 
ber meimen Untersuchungen in dieser Hinsieht als zweckmiissig 
erwiesen, Das eine benutzt die friiher angefiihrte Eigenschaft 
des Kreatinins, Peska sche Fliissigkeit: zu reduciren. zu seiner 
quantitativen Bestimmung, und zwar werden, wie ich ermittelte, 
hOO com. dieser Losung durch 04195 ¢ Kreatinin= reducirt. 
Doch empfiehlt es sich, wegen der im Verhaltniss zur Dextrose 
mmerhin geringeren Reductionskraft des Kreatinins kleinere 
Mengen von Reductionsfliissigkeiten zu withlen, wie ich es. fiir 
die Reductionsbestimmung mit medrig gestellten Harnen angab.!) 

Das andere Verfahren beruht darauf, den Kreatiningehalt 
aus dem Stickstoffgehalte der ausgeschiedenen Kreatininchlor- 
zinkmiasse zu berechnen. Der von mir eingeschlagene Weg 
hestand daher im Folgenden: 

leh verfuhe bis zur Ausfillung des Kreatininehlorzinkes 
cena nach Salkowski, indem ich namentlich durch Ver- 
melding iibermiissigen WKalkzusatzes das Erhalten emer nur 
eben noch alkalischen Reaction anstrebte. Die zur Kreatinin- 
filling bestimmten 200 > ccm. alkoholischer Kreatininlosung 
wurden in ein passendes gewogenes Kélbehen gethan und da- 
selbst) die Chlorzinkfiillung vorgenommen., Nach der Aus- 
scheidung der Kreatininchlorzinkkrystalle, welche 2—3 Tage 
In Anspruch nahm, wurde die Fliissigkeit durch ein Wage- 
rohrchen von bestimmtem Gewichte abgegossen, Kolben und 
Wiigerohrcehen entsprechend getrocknet und wieder gewogen. 
Als Kontrolle oder gleich von vornherein wurde die durch 
Chlorzink ausgefiillte Masse in mit etwas Schwefelsiure an- 
gesiiuertem Wasser gelost und auf 100 ecm. gebracht. Hier- 
ven wurden 50 cem. zu einer Stickstoffbestimmung nach Kjel- 


1) Wiener klimsche Wochenschrift. 1900. Nr. 16. 
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dahl verwendet und der Kreatiningehalt aus dem Stickstoff- 
werthe berechnet, der Rest des aufgel6sten Niederschlages 
diente zur Titration nach Peska. Es sei bemerkt, dass bei 
der Titration mit Kreatinin eine liingere Reactionszeit bis zum 
EKintritte des Farbenumschlages erforderlich ist, als bei der 
Titration von Zucker, 

Den Grad der Uebereinstimmung der drei Methoden 
mogen folgende Zahlen illustriren, 





Kreatinin, bestimmt Kreatinin, berechnet aus Kreatinin, bestimmt 
durch Wagung Stickstoff durch Reduction 
l. 0.1966 0.1942 0.2098 
2. 0.1665 O. 1686 0.1656 
D. 0.1922 O.1966 O.1912 
4. 0.2104 O2154 0.2080 


An der Hand dieser Methoden ging ich an die Losung der 
oben aufgeworfenen Frage, die sich bei Nichtberiicksichtigung 
der Harnsaiurewirkung dahin zuspitzte: Ist die Vermehrung der 
Reduction nach Alkoholgenuss durch eine Steigerung der 
Kreatininausscheidung bedingt, oder die Annahme einer alimen- 
taren Glycosurie in diesem Falle gerechtfertigt ? 

Bevor ich aber auf die Besprechung derselben eingehe, 
mochte ich noch die Beziehungen der Kreatininausscheidung 
zur Ausscheidung der reducirenden Substanzen im Allgemeinen 
erortern, da dieses Verhiiltniss bis jetzt noch keinerle: Wiir- 
digung erfahren zu haben scheint. Da die reducirende Kraft 
des Kreatinins 0.6711 der des Traubenzuckers  betriigt, die 
liigliche Kreatininausscheidung nach meinen Versuchen mil 
| g¢ im Mittel angeschlagen ist und. tiiglich durchschnittlich 
® g reducirende Substanzen ausgeschieden werden, so_ ist 
21.57°9/o der Gesammtreduction bei normalen Verhiiltnissen 
durch die Reduction des Kreatinins verursacht. Da nun aber 
die Kreatininausscheidung unter gleichen iiusseren Verhiiltnissen 
eine ziemlich constante bleibt, so sind von dieser Seite keine 
Schwankungen der Reduction bedingt. Anders liegt die Sache, 
wo durch besondere Umstiinde eine wesentliche Verinderung 
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der Kreatininausscheidung zu Stande kommt. Ich erwartete 
Insbesondere nach dem Genusse stickstoffarmer oder kreatinin- 
freer Nahrung einen entschiedenen Abfall an reducirenden 
Substanzen: derselbe trat dann auch in Wirklichkeit ein, doch 
ging die Verminderung der Menge reducirender Substanzen 
nicht mit der Kreatininabnahme streng parallel emher, so dass 
ich auf Grund der his jetzt angestellten Versuche noch nicht 
entscheiden mochte, wie viel von der so. erzielten Vermin- 
derung an reducirenden Substanzen auf Kosten der Kreatinin- 
atbnahme, wie viel auf Kosten eines anderen, vorderhand noch 
nicht niiher zu bezeichnenden Factors zu setzen sei. Wesent- 
lich durchsichtiger legen die Verhiiltnisse in den Fiillen, in 
welchen eine Vermehrung der Kreatininausscheidung besteht. 
So vor Allem ber dem Genusse reimer Fleischkost. Es ist eine 
seit, Voit’s Untersuchungen!) geliiufige Thatsache, dass der 
Genuss von Fleisch eine Steigerung der Kreatininmenge im 
Harne nach sich zieht, da das im Fleische zu ca. 0,25" 

enthaltene Kreatinin  ebenso unveriindert abgeschieden wird, 
wie das Versuchs halber eingenommene. Nun konnte ich aber den 
Nachweis fiihren,?) dass ausschliessliche Fleischnahrung keine 
Vermehrung der reducirenden Substanzen nach = sich = zieht, 
und man wird daher zur Annahme. gefiihrt, dass in diesem 
Kalle eine entgegengesetzte Einwirkung auf die Ausscheidung der 
reducirenden Substanzen und des Kreatinins statthabe. Derselbe 
Gegensatz  tritt uns aber auch entgegen, wenn wir die Aus- 
scheidung von Kreatinin und reducirenden Substanzen nach ener- 
eischer Muskelthittigkeit vergleichen. Dass Muskelarbeit keine 
Vermehrung, ja geradezu eine Verminderung an reducirenden 
Substanzen bedinet, betonte ich bereits in einer friheren 
Arbeit'): dass der gleiche Factor eine Vermehrung des Krea- 
tinins zur Folge habe, soll unten niiher auseinander gesetzt 
werden. Vorgreifend méchte ich aber schon hier einige Resul- 


1) Veber das Verhalten des Kreatins, Kreatinin und Harnstoffs 
im Thierkérper. Zeitschrift fiir Biologie, Bd. lV. 

2) Centralblatt. fiir die Krankheiten der Harn- und Geschlecht> 
organe, Bd. X, Heft 5, 8. 254 


l. c.. S. Bb4-u. 256. 
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tate anfihren, welche die in Rede stehenden Beziehungen 
illustriren. 

Die gleichzeitige Untersuchung des Kreatinins und der 
reducirenden Substanzen ergab bei einem = derartigen Ver- 
suche an vier aufeinanderfolgenden Tagen nachstehende Werthe: 





Reduce. Subst. bezog. 





Daturn auf Traubenzucker Kreatinin in @ Anmerkung 
in ¢ 
19. Mai 3.269 0.9951 
2() 3531S 1.3067 Muskelthiitigkeit 
21. 53.1528 1.4569 
22 _ O.9511 


Man ersieht daraus, dass, da die Ausscheidung an redu- 
cirenden Substanzen constant bleibt, die Kreatininmenge aber 
eine starke Steigerung erfahren hat, eine Verminderung der 
neben dem Kreatinin die Reduction verursachenden Substanzen 
stattgefunden hat: denn nach Abzug desjenigen Theiles von 
der Gesammtreduction, welcher durch die Kreatininvermehrung 
hbedinet ist, lauten die Werthe der reducirenden Substanzen: 








Datum Reducirte Substanz Anmerkung 
19 Mai 3.9269 

20) 3.5230 Muskelthiitigkeit 
?| 2 S434 


Kin Absinken der Reductionsmenge ist also klar ersicht- 
lich. Dieses Verhalten der reducirenden Substanzen darf uns 
im Grunde genommen auch durchaus nicht Wunder nehmen, 
da es eigentlich nichts Anderes ist. als der Ausdruck einer 
bei der Diabetes-Therapie geliufigen Erfahrung, nach der 
durch vorwiegende Fleischkost und lebhafte Muskelthiitigkeit 
eine Verminderung der Zuckerausscheidung erzielt wird. ') 

1) EK. Kiilz, Beitrage zur Pathologie und Therapie des Diabetes 
mellitus. Marburg 1874. 

Albu, Ueber Einfluss starker Muskelthatigkeit (Radfahren, auf 


Diabetes, Berl. klin. Wochenschrift 1899, 11 u. 12. 
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kin analoges Verhalten der reducirenden Substanzen muss 
unter der Annahme des constanten Auftretens von Dextrose 
Im normalen Harne geradezu gefordert werden. 

In keinerlet Widerspruch zu den Versuchen, welche eine 
Vermehrung des Kreatinins unter gleichzeitiger Verminderung 
der reducirenden Substanzen ergaben, steht die Beobachtung, 
dass, falls die Ausscheidung an reducirenden Substanzen = in 
Folge mangelhatter Nahrungszufuhr eime Art Minimum erreicht 
hat. dass dann eventuelle Schwankungen in der’ Kreatinin- 
ausscheidung zur Geltung kommen. 

Kin solcher Fall leet in folgendem Versuche vor: 





Reduc. Subst. bezog, 





Datum auf Traubenzucker Kreatinin in ¢g Anmerkung 
in ¢ 
BL. Juhi 2 HOO4 O.35990 
l. Auvust 2 77106 0.6529 Muskelthitigkeit 
2 2.9329 O.3572 


Die Menge von 2.6004 ¢ reducirender Substanzen bedeutet! 
cegentiber der Norm eine betrichtliche Herabsetzung: das 
Gileiche gilt auch fir die Kreatininausscheidung des ersten 
Tages. Am zweiten Tage findet eine Kreatininvermehrung um 
O2770 © statt. Diesem Ueberschusse entspricht eine Reduction 
von O.1865 ¢ Dextrose. Nun betriigt aber die Vermehrung der 
Reductionsmenge an diesem Tage gegeniiber dem vorher- 
eehenden O1702 ¢ Dextrose. Man muss also eine Steigerung 
der Reduction durch Vergroésserung der Kreatininausscheidung 
annehmen, da an eine entsprechende Variation eines dritten 
Factors ber diesen Versuchsbedingungen nicht zu denken Ist, 
um so weniger, als der niichste Tag (2. August) ein paralleles 
Absinken reducirender Substanzen und Kreatinins zeigt. 

Dextrose als normalen Harnbestandtheil wieder voraus- 
cesetzt, wiirde die Erklirung des scheinbar dem ersten Resultate 
widersprechenden Versuches lauten: Durch die ungeniigende 
Erniihrung ward die Dextroseausscheidung auf ihr Minimum 
herabgesetzt, die dieselbe sonst vermindernde Muskelaction 
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konnte also keine weitere Veriinderung mit sich bringen und 


die gleichzeitig verursachte Steigerung der Kreatininausscheidung 
musste also eine Vermehrung der Gesammtreduction mit) sich 
bringen., 

Wie liegen nun die gegenseitigen Verhiiltnisse ber der 
durch Alkoholgenuss  gesetzten Veriinderung in der Aus- 
scheidung der reducirenden Substanzen? Kann zur Erkliirung 
der Reductionssteigerung auch hier eine Vermehrung der 
Kreatininmenge geltend gemacht werden? Nach dem im Vor- 
hergehenden Gesagten erscheint diese Vorstellung allerdings 
ziemlich unwahrscheinlich, wenn auch die Verfechter der An- 
sicht, dass der Alkoholgenuss eine Stickstoffvermehrung des 
Harnes im Gefolge hat, sie durchaus plausibel finden mogen, 


aus der Stickstoffvermehrung auf Eiweisszertall — Muskelein- 
schmelzung d. i. Fretwerden von Kreatinin schliessend. 


Zur Entscheidung der Frage unternahm ich zuniichst 
folgenden Versuch: Nachdem ich durch regelmiissige quantitativ 
und qualitativ gleichbleibende Nahrung eine annihernd constante 
Ausscheidung an reducirenden Substanzen erzielt hatte. nahm 
ich ausser der gewoOhnlichen Kost noch Mittags und Abends 
an einem Tage je 500 com. dunkles Bier ein. 


Das Ergebniss des Versuches lautet: 








Reduc. Subst 
Harn- ; ee 
| Specifisches bezog. auf Kreatinin An- 

Datum menge | heal saciaiaihii 

| =6<Gewicht pia In ¢ merkung 

in cem, | in g 
25. Juni LO92 1.022 3.5928 — 
26. 1246 1.025 3.3935 R450 
a7. [S98 1L,OL6 41850 OR FOS Biergenuss 
28, 1320 1.020 3.3660 OR7T05 
29, G8 1.026 3.3592 


Wie aus den Zahlen unmittelbar zu entnehmen ist, bleibt 
die Kreatininmenge unter dem Einflusse des Bieres unveriindert, 
wiihrend die Reduction eine bedeutende Steigerung (O,8315 ¢ = 
24,749] 9) erfahrt. 
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Eine Wiederholung des Versuches ergab das Resultat: 





Reduc. Subst. 
Harn- : 





Specifisches bezog. auf Kreatinin An- 

tiieait _— Gewicht | rete in g merkungen 

I: -©cm. in g 
22. Jul 1265 — 3.2009 | 
233 a2 1.026 3.5933 | 11,3457 
24. 1112 1025 3.7429 | 1.0127 Biergenuss 
25. 1010 1.025 3.3299 0.9025 | 
6, 1900 | 1016 3.9349 |  0,6303 — Biergenuss 
i 1110 1,023 3.08739 | O.S941 


Weit entfernt, die Kreatininmenge zu steigern, ruft der 
Alkoholgenuss sogar ein entschiedenes Sinken derselben hervor. 
Der Grund ist naheliegend. Der ungewohnte Alkoholgenuss !) 
mit seinen nichts weniger als wohlthuenden Wirkungen aut 
den Organismuss, hatte eine Verminderung der Appetenz, sehr 
verminderten Fleischgenuss und daher auch eine Abnahme des 
Kreatinins im Harne zur Folge. Dass bei regelmiissigem und 
cewohntem Biergenusse, vielleicht auch schon beim Genusse 
extractiirmerer alkoholischer Getrinke die Kreatininausscheidung 
ebenso constant bleiben diirfte, wie bei mir im ersten Versuche, 
in dem teh auf gleichmiéssige Nahrungsauthahme achtete, er- 
scheint mir sehr wahrscheinlich. Weniger eindeutig als die 
Kreatininwerthe konnten aber die Ausscheidungen an redu- 
cirenden Substanzen gefunden werden. Der Alkoholeinfluss auf 
dieselben wird aber sofort ersichtlich, wenn man in Anbetracht 
der Schwankungen des Kreatinins von der jedesmaligen Ge- 
sumitreduetion denjenigen Theil abzieht, der durch die Kreatinin- 
reduction bedingt war. Die Zahlen lauten dann: 





Reducirende Sub- 
stanzen nach Abzug An- 
Datum der Kreatininreduc- | 
tion bezogen auf | merkungen 
Traubenzucker in g | 





23. Juli 2.6802 | 

2-4. 3.0633 Biergenuss 
25. 27242 

26, 3.9120 | Biergenuss 
ai. 2 987-4 


| 


Verfasser trinkt ausser zu Versuchszwecken Alkohol in keiner Form. 
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Die Reduction steigt nach dem ersten Biergenusse um 
0,3831 ¢ = 14,5°/o, nach dem zweiten um 0,7878 g == 28,9°/o. 

Es erweist sich sonach auch hier die Steigerung in der 
Ausscheidung von reducirenden Substanzen unabhiingig von 
der Kreatininausscheidung. 

Endlich unternahm ich es noch, die Ausscheidung des 
Kreatinins und die der reducirenden Substanzen unter Beriick- 
sichtigung der Gesammtstickstoffausscheidung unter jenen Ver- 
hiiltnissen zu priifen, die, wie oben angefiihrt, sichtlich eine 
Beeinflussung der Reduction durch das Kreatinin ergab. 

Durch knappe, moglichst stickstoffarme Kost suchte ich 
die Ausscheidung reducirender Substanzen herabzudriicken und 
prifte dann den Einfluss des Bieres, den folgende Zahlen ver- 
anschaulichen: 





Reduc. Subst. 


Harn- , , ig 
Spec. bezog. aut Kreatinin Gesammt- An- 


Datum |menge 





| | Gewicht | aubenzucker in @ stickstoff | merkung 
in CCm. in 
29. Juli | 1240 1.023 2 DOLD O7151 7.6818 
30. 15-44) 1013 | 3.4997 0.3543 7, 4382 slergzenuss 
31. > 320 1,016 2.6004 0.3550 6.2370 


Das Verhiiltniss zwischen reducirenden Substanzen und 
Kreatinin ist hier also ein in gewissem Sinne entgegengesetztes 
von dem unter gleichen Bedingungen bei gleichzeitiger Muskel- 
thitigkeit beobaehteten. Dort eme durch die Kreatininver- 
mehrung verursachte Steigerung der Menge reducirender Sub- 
stanzen, hier eine Verminderung des Kreatinins und Vermehrung 
der Substanzen. 

Die tbereinstimmenden Resultate der drei Bierexperimente 
fihren sonach zu dem = nothwendigen Schlusse: die durch 
den Biergenuss verursachte Vermehrung der redu- 
cirenden Substanzen ist nicht auf eine Verinderung 
in der Kreatininausscheidung zurtickzufiihren. 

Die Feststellung der vorhin auseinandergesetzten bBe- 
ziehungen zwischen der Ausscheidung an reducirenden Sub- 
stanzen und des Kreatinins zwangen mich, auch auf die ent- 
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sprechenden Verhiiltnisse beider nach Muskelthatigkeit einzu- 
gehen, allein hier stiess ich in der Litteratur auf Widersprtche. 

Schon Liebig!) gibt an, dass die Muskeln wild lebender, 
gejavter Fichse zehbnmal mehr Kreatinin enthalten, als die 
Muskeln fetter ino Gefangenschaft lebender Thiere und wenn 
er auch dieses Missverhalten wesentlich durch den verschiedenen 
Fettgehalt bedingt hilt, so lag doch auch gerade nach seinen 
Anschauungen, nach welchen der Sauerstoff bei der Kraft- 
leistung mit Vorliebe die leichter brennbaren Fette und Kohle- 
hydrate und erst, wenn diese in ungentigender Menge dar- 
geboten werden, die Eiweissstoffe angreift, so lag es doch 
darnach nahe, auch der in beiden Fiillen wesentlich verschiedenen 
Muskelthiitgkeit einen Eintluss in dieser Richtung einzuriumen, 

Thatsiichlich zog auch Sarokin?) aus seinen Unter- 
suchungen am ruhenden und tetanisirten Froschmuskel den 
Schiuss, dass beim Tetanus die Gesammtmenge von Kreatin 
und WKreatinins wachse. Diese Angaben wurden aber von 
Nawrocki®) angefochten, nach welchem Autor die Differenzen 
lm) Kreatiningehalte im tetanisirten und geruhten) Muskel in 
die Fehlergrenzen der Bestimmung fallen. Hingegen fand die 
erste Ansicht ihre Bestiitigung durch die Untersuchungen von 
Sezelkow,') der in den angestrengten Muskelgruppen desselben 
Thieves gréssere Kreatininmengen fand, als in den weniger 
activen, ferner nach durch Riickenmarkdurchschneidung hervor- 
eebrachter Lithmung eine Kreatininabnahme, nach Tetanisirung 
eine Stelgerung des Kreatiningehaltes nachweisen konnte; 
Angaben, die auf einen ernsten Widerspruch Nawrockt s 
stressen, 

Diese Gegensiitze veranlassten Voit®) zu emer Nach- 
priiftung, die als die klassische Arbeit auf diesem Gebiete 
eingehend zu wiirdigen ist. Voit untersuchte zuniichst den 
Kreatingehalt des geruhten, tetanisirten und zeitstarren Muskels 


Liehbig, Annalen d. Chemie u. Pharm., 1848. 
2) Archiv f. path. Anat., 1863. 
3) Centralblatt f. d. med. Wissensch., 1866. 
4) Centralblatt f. d. med. Wissensch., 1866. 


oS) i. ¢. 8S, B7——82. 
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und findet, dass in den beiden letzteren Fiillen eine Kreatin- 


abnahme zu constatiren sei. Hierauf stellt er sich die Frage: 
Ist diese Kreatinabnahme auf eine Umwandlung desselben in 
Kreatinin zuriickzuftihren? Hiertiber stellt er beim Frosch 
einen quantitativen Versuch an, der ergibt, dass die Kreatinin- 
menge in der That im frischen Muskel die kleinste war, dann 
kam die aus dem _ tetanisirten und dann die aus dem zeit- 
starren. Allein diesem Versuche moéchte ich doch mit Voit 
keine volle Beweiskraft zuschreiben, weil, wie Voit angibt, die 
Kreatininchlorzinkkrystalle nach der Fillung in einen Syrup 
eingeschlossen waren und ihre quantitative Bestimmung durch 
einfache Schitzung geschah. 

Kin zweiter Versuch ergibt aus dem frischen Fleische 
0,0666°o Kreatinin, aus dem tetanisirten 0,0162° 0, aus dem 
starren keines. Daraus zieht nun Voit den Schluss: «Beim 
Tetanus geht eine kleine Menge Kreatin in’ einen anderen 
Korper tiber, der nach meinen jetzigen Erfahrungen nicht als 
Kreatinin zu) bezeichnen ist, obwohl es a priori am wahr- 
scheinlichsten wire. Jedenfalls steht aber fest, dass durch 
die Arbeit die Summe von Kreatin und Kreatinin nicht grosser 
wird. » 

Dieser Schluss erscheint aber doch nicht emwandtret: 
denn da, wie Voit im Folgenden nachweist, Zersetzungen 
im todten Muskel vor sich gehen, sind die Resultate, die 
bei dem noch zuckenden Muskel gewonnen wurden, keines- 
wegs auf gleiche Stufe mit Jenen zu stellen, bei denen zwischen 
Tod und Verarbeitung eine mehr oder weniger lange Zeit 
dazwischen lag. So. findet Voit im frischen Rindsmuskel 
Q.0197 ¢@ Kreatinin, im starren davon keine Spur. Da also 
das im Muskel enthaltene Kreatinin durch Liegen schwindet, 
darf man aus der Beobachtung, dass kein Kreatinin in einem 
nicht sofort untersuchten Muskel zu finden ist, in) keinem 
Palle schliessen, dass keines in ihm gewesen; also in- un- 
serem Falle, dass Kreatin nicht in Kreatinin tbergegangen 
sel oder Kreatinin gebildet worden wiire; denn es konnte ja 
Umwandlung oder Bildung thatsiichlich stattgefunden haben, 
das Gebildete aber demselben Loose wie das schon friiher 
im Muskel Enthaltene verfallen sein. 
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Ks ist also klar, die Entscheidung der Frage, ob bei 
der Muskelthatigkeit eine Kreatininproduktion vor sich gehe, 
ist durch die vorliegenden Untersuchungen am Muskel nicht 
gelost worden. Man sieht sich daher unmittelbar auf die 
Harnanalyse hingewiesen und ich ging daher, die entsprechenden 
Untersuchungen am Muskel spiterer Zeit vorbehaltend, zuniichst 
daran, von der Beobachtung der Harnausscheidung Aufschliisse 
liber diesen Punkt zu holen. Aber ‘ier begegnet man den- 
selben Widerspriichen, die friher den Weg verlegten. Auf 
der einen Seite stehen Voit und Hofmann mit der Behauptung, 
dass Muskelthiitigkeit) keine Kreatininvermehrung im Harn 
bedinge: auf der anderen vertreten neuere Forscher (Grocco, 
Moitessier) gerade die entgegengesetzte Ansicht. 

lim mir daher einen Einblick in die hierbei in betracht 
kommenden Verhiiltnisse zu verschaffen, stellte ich vor Allem 
eine Reihe darauthin gerichteter Experimente an. 

Durch Kingere Beobachtung einer sitzenden Lebensweise, 
energischer Muskelthiitigkeit entw6Ohnt, unternahm ich an einem 
Nachmittage einen anstrengenden Marsch von 4 Stunden, der 
nach der folgenden Miidigkeit zu schliessen unter diesen Ver- 
hiiltnissen eime — betriichtliche Muskelanstrengung  vorstellen 
musste. Die Versuchsperiode, bei der vollkommen_ gleich- 
formige Ernihrung beobachtet wurde, ergab folgendes Resultat: 





Harnmenve 





Datum Spec, Gew. Kreatin in g Anmerkung 
in Com: 

19. Mai 1164 10220 0.991 | so 

Y(). 1056 1.027 | 1.3067 | Muskelbewegung 

21. S78 028 | 1.4569 | — 

22. L078 _- — O951TE ~ 


| | 


Wie aus den Zahlen klar ersichtlich ist, erhebt sich die 
Kreatininausscheidung an dem Tage, an welchem die be- 
<chriebene Muskelarbeit erfolgte, gegentiber der Kreatinin- 
ausscheidung am vorhergehenden Tage, die nach meinen 
Krfahrungen ungefiihr dem Normalwerth des von mir tiiglich 
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ausgeschiedenen Kreatinins entspricht, um ein Betriichtliches 
(0.3116 g), erhilt sich noch am folgenden Tage auf gleicher 
Hohe oder zeigt vielmehr noch eine kleine Steigerung und 
erreicht am dritten wieder ihren gewohnlichen Werth. Die 
andauernde Steigerung der Kreatininmenge hat durchaus nichts 
befremdendes an sich: denn die Muskelleistung geschah bis 
7 Uhr Abends und die in der Rubrik 20. Mai angefiihrte 
Harnausscheidung enthielt nur noch die Nachtausscheidung 
desselben Tages. Ja es erschiene im Gegentheil sonderbar, 
wenn die Kreatininmenge ein nur plotzliches Anwachsen zeigte, 
wihrend die Miidigkeitsempfindung einen liingeren Process an- 
zeigt. Wenn die Kreatininausscheidung als Ausdruck einer die 
gesteigerte Assimilation begleitenden Dissimilation aufgefasst 
wird, erscheint ein derartiges Verhalten mit unseren sonstigen 
physiologischen Vorstellungen vollstiindig vereinbar. Auch gibt 
uns die normaliter bis 60 Stunden dauernde Methylenblau- 
ausscheidung ein bekanntes Beispiel protrahirter Elimination. 
Uebrigens hatte ich bereits selbst einmal Gelegenheit.’) auf 
ein analoges Verhallten auch in der Ausscheidung der redu- 
cirenden Substanzen hinzuweisen. 

Kinen zweiten Versuch verdanke ich der Giite Herrn Pro- 
fessors Malfatti. Er unternahm eine anstrengende 14 Stunden 
dauernde Radfahrt, wobei fast nur Kohlehydrate als Nahrung 
aufgenommen wurden. Ebenso wurde am folgenden Tage 
(6. Juni) fast rein vegetabilische Kost genossen. Die Harn- 
untersuchung ergab: 








Harn- Spec, : 
Datum Kreatinin 
menge Gew. 
\), Juni & Uhr frith 8 Uhr Ab. D76 — 0.6787 
\’. Juni 8 Uhr Ab. — 6. Juni 8 Uhr frith a7) 1030 O.6570 
6. Juni 8 Uhr friih — & Uhr Ab. 3)0 O30 (). 2522 
6. Juni 8 Uhr Ab. — 7. Jum 8 Uhr friih abd 1026 O5167 
7. Juni 8 Uhr friih — 8 Uhr Ab. 610 1024 3057 


1) Wiener klin. Wochenschr., 1900. Nr. 16. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XXXL. & 
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Unter dem Einflusse der Muskelthiétigkeit zeigt also der 
Harn eine bedeutende Kreatininvermehrung. Die Steigerung 
ist hier stirker als im ersten Versuche, weil einerseits die 
Muskelaction in den Anfang der die Steigerung enthaltenden 
Beobachtungsperiode fiel, andererseits wegen des muskulOseren 
Baues der zweiten Versuchsperson die Muskelleistung eine ge- 
ringe Verinderung des normalen  Stoffwechsels bedingen 
mochte., 

(in aber den Einfluss einer auch nur miassigen Fleisch- 
nahrung zu beseitigen, leitete ich einen dhnlichen Versuch 
durch den lingere Zeit dauernden Genuss einer vollstandig 
fleischlosen moglichst stickstoffarmen Kost ein, und als mir 
die gegeniiber der fiir mich geltenden Norm erhaltenen Stick- 
stof/ und Kreatininwerthe auch nicht die leiseste Spur einer 
Nachwirkung der reichlicheren) Ernihrungsform vermuthen 
lessen, unternahm ich am Morgen des Beobachtungstages 
eine Sstindige (5—-8 Uhr friih) anstrengende Radpartie und 
ermiudete darauf die tibrige Muskulatur durch Turnen. 


Zum Resultate erlielt ich: 








Datum Harninenge Kreatinin (:esammt-N Anmerkungen 
30. Juli Low 0.3543 7.4382 

ol. 1320 O 3550) 6.2370 = 

[. August GE) 0.6529 6.4176 Muskelaction 
> 13-48 0.3572 6.3625 — 


Die Stickstoffearenz hat also einen Abfall der Kreatinin- 
ausscheidung auf fast den dritten Theil des gewohnlichen 
Werthes zur Folge. Die Muskelthiitigkeit ruft eine Steigerung 
fast auf das Doppelte hervor. Auch hier ist die Kreatinin- 
schwankung eine scharfere als im ersten Versuche, was schon 
durch die Versuchsanlagen bedingt wurde und auch mit den 
beobachteten Ermiidungserscheinungen im Einklange steht, die 
In Folge vorhergegangener Gewohnung an Muskelthiicigkeit 
jetzt rasch ablieten, 

Durch die in den beschriebenen Experimenten gewonne- 
nen Erfahrungen war mir der Schitissel zum Verstindnisse 
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der von den Autoren angefiihrten Resultate gegeben und an 


ihrer Hand soll nun eine Durchsicht der vorliegenden An- 
gaben geschehen. 

Wenn Voit den Satz aufstellt:!) « Anstrengende Korper- 
bewegung bringt keine wesentliche Aenderung in der Kreatinin- 
ausscheidung hervor,» so stiitzt er sich hierbei auf zwei an 
Hunden in der Inanition ausgefiihrte Versuche. Der erste 
brachte folgendes Ergebniss : 








ie a ae Nahrung Harn- — sane on oe Fleisch- 

test | Wasser) mens? stoff nin umsatz 
8. Juli 1865 | — 243 | 183 | 153 0570) — - | 209 
2. — 320 133 11.6 0.632 15d 
10. — B67 140) 11.6 O18 159 
I1. a L000 37 11.2 | 0574; — _ 153 
12. : HOO 150 12.5 O84 O0211 71 
13. 44)! 141 | 11.8 1.053 0.0493 — 162 


Am 11. Juli, heisst es, musste der Versuchshund & 
Stunden Jaufen. Hilt man sich freilich an das Resultat 
desselben Tages, dann ist allerdings keine wesentliche Kreatinin- 
veriinderung wahrnehmbar. Aber wir sahen vorhin, dass die 
Wirkung unter Umstiinden auf die folgenden Perioden” fallen 
konne, und thatsiachlich sind diese hier auf fast das Doppelte 
der Vorperiode erhoht. Der zweite Versuch, unter gleichen 
Bedingungen angestellt, zeigt am Tage der Muskelthiitigkeit 
einen ubnorm = geringen Kreatininwerth, am folgenden eine 
Steigerung desselben: leider bricht der Versuch schon hier ab, 
so dass es unbestimmt bleibt, ob diese Steigerung eine ebenso 
gewaltige Kreatininvermehrung einleiten sollte wie im ersten 
Falle oder der dritte Tag einen Riickgang zur Norm brachte. 

An der Seite Voit’s steht Hofmann,*) dessen Tabelle, 
aus der entnommen werden soll, dass Muskelthiitigkeit keine 
Kreatininvermehrung im Gefolge habe. lautet: 


l) |. e& s. 100. 


~) Virchow’s Archiv. Bd. 48, 1869. 

























Datum 


Bewegung 


Harnmenge Spec. Gewicht 










Kreatinin in 
24 Std. 





Decembe 


15.—20. 
2().—? 1 
21.—22 
22.—2: 
23.—2 
Ich 


deuten 


wiiren, 


Bewegung 
Ruhe 
Bewegung 
Ruhe 
Beweeung 


als: 


860 
1160 
87) 
L050 
47) 


1.025 
1.025 
1.028 
1.026 
1.030 


0.734 
| 0.612 
| 0.620 
0711 


0.73 


wiisste wirklich nicht, wie diese Zahlen anders zu 


der erste Bewegungstag zeigt gegentiber 


dem folgenden Ruhetage eine Steigerung der Kreatininmenge, 


der 


segeniiber der Ruhe, wohl aber der 


nachste 


bewegungstag 


keine 


wesentliche 


ihm 


Veriinderung 
folgende Ruhetag 


eine lebhafte Steigerung, die unter dem Eintlusse der folgenden 


Bewegung erhalten bleibt. 





Daturn 


Beweeung 


Harnmenge Spec. Gewicht 


Kreatinin in 
24 std. 





December 


28:29. 
1) 30). 
Ty att 

Hier 


wegungsta 


veltend: 


mlisste 


Ruhe 
Beweeung 


Ruhe 


die 


Erkliirung 


e folgenden Ruhetage 


1,028 
1,028 


1.024 


lauten: 
macht 


O.665 
O.O8S7 


O.719 


an dem dem be- 


sich eine Steigerung 








Datum Bewegung Harnmenge Spec. Gewicht Kreatinin 
Januar 

+.—). Bewegung 940) 1029 0.613 
y—f Ruhe [215 1022 O.7-44 
o<¥ Ruhe L150 102% 0.592 
7.8. Bewegung 1100 1030 OS 
&.—), Ruhe L095 O25 0.605 


Auf die Bewegung folgt eine starke Kreatininvermehrung 


calli 


niichsten 


Ruhetage : 


der darauf folgende Ruhetag zeigt 


einen subnormalen Werth, der am_= folgenden Bewegungstage 


in eine lebhafte Steigerung umschliigt, um dann wieder normal 


zu werden. 
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Wie klar ersichtlich, ist in allen Fiillen die Muskel- 
action von einer stirkeren Kreatininausscheidung  getolgt. 
Freilich kommt die Wirkung nicht immer deutlich zum Aus- 
druck, da die Versuchsanordnung unzweckmiissig erscheint, 
so dass die Resultate wohl zur Bestiitigung einer bekannten, 
aber unmoglich zur Ableitung einer neuen Thatsache dienen 
konnten. 

Da somit die meinen Befunden scheinbar widersprechen- 
den Angaben weit entfernt, mit der hier vertretenen Ansicht 
Im Widerspruche zu stehen, sogar direkte Beweise fiir sie 
bieten, so dtirfen wir im Einklange mit den Forschungen von 
Grocco!) und Moitessier?) die Behauptung aufstellen: die 
Muskelthitigkeit verursacht eine Vermehrung = der 
Kreatininausscheidung, die unter verschiedenen Ver- 
hiltnissen in verschiedenen Ausscheidungsperioden 
zur Geltung kommt. 

Und diese Thatsache erscheint mir von fundamentaler Bedeu- 
tung, weil sie zu einem tieferen Verstiindniss der Physiologie des 
Kreatinins hinleitet, als es durch die sonst geliiufige Anschauung, 
Kreatinin sei eine Vorstufe des Harnstoffs, gegeben ist: denn 
fragen wir nach den Griinden*) derselben, so finden wir bloss 
auf die chemische Verwandtschatt beider Korper hingewiesen, 
wodurch diese Auffassung mehr als ein Wunsch, die fehlenden 
Vorstufen des Harnstoffs zu ermitteln, charakterisirt ist. Ueber- 
haupt hatte diese Theorie auch nur so lange’ Existenz- 
berechtigung, als der Nachweis noch ausstand, dass Kreatinin 
ein Stoffwechsel-Endprodukt sei. Dieser Nachweis war natiir- 
lich durch die Erfahrung, dass per os eingenommenes Kreatinin 
unverindert abgeschieden wird, nicht gegeben, da, wie 
Bunge bemerkt,4) es gar nicht in unserer Macht liegt, kiinst- 
lich eingetthrte Stoffe dorthin gelangen zu lassen, wo sie in 
der Norm zersetzt wiirden, ist aber einwandfrei durch die 


1, Annali di chimico o di formacia, IV, 211, 1886. 

2) Moritetsier,. Infl. du travail muscul. sur lélim. de la créat. 
C. R. Soc. Prol. 1891. 
3) Vel. Bunge, Lehrb. der physiol. u. pathol. Chem., S. 322, 1808, 
£) i. c. &. Bee. 
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Beobachtung erbracht, dass in der Inanition die gleiche Menge 
Kreatinin im Harne erscheint, als in der durch die Stickstoff- 
berechnung ermittelten zersetzten Muskelsubstanz enthalten ist.!) 

Aber ebensowentg wie das Kreatinin als ein mangelhaft 
oxvdirtes Zerfallsprodukt des Eiweisses anzusehen ist, darf es 
als ein Zerfallsprodukt des Etweisses tiberhaupt hingestellt 
werden: denn es wire in der That nicht einzusehen, warum 
unter der im Muskel zersetzten Eiweissmenge ein Theil constant 
eine besondere Uimwandlung erfahre. Welt mehr unserem 
physiologischen Denken entsprechend erscheint dagegen die 
Hypothese, das Kreatinin sei ein Produkt eines specifi- 
schen Muskelstoffweehsels, ein Ausdruck fiir die die 
Thittigkeit dieses Organes begleitende Dissimilation 
seiner Bestandtheile. 

Fir die Berechtigung der aufgestellten Hypothese spricht 
ferner der Umstand, dass unsere Erfahrungen beztiglich der 
Kreatininausscheidung durch sie eine zwanglose Deutung er- 
fahren, so die Thatsache, dass die Kreatininausscheidung sich 
In gewisser Hinsicht unabhingig von der Nahrungsaufnahme 
erweist, indem selbst bet stickstoffarmer oder kreatinintreier 
Nahrung Kreatinin im Harne erscheint und sich nach Groceo 
selbst im Harne ausschitesslieh dureh Mileh erniihrter Siiuglinge 
nachweisen liisst, ferner die Beobachtung, dass bet vermindertem 
Muskelquantum nach Muskelatrophie selbst bei guter Erniihrung 
eine Kreatininabnahme erfolgt,?) und die Wahrnehmung Hot- 
mann s, dass febrile Consumption eine Steigerung der Kreatinin- 
menge im Harne bedingt. 

Sollte sich die hier skizzirte Ansicht bestiitigen, so wiirde 
die Kreatininausscheidung in dieselbe Reihe zu stellen sein, 
wie die Ausscheidung der Harnsiiture und der Purinkorper, 
welche ja heute allgemein als die Produkte eines besonderen, 
neben dem gewodhnlichen Eiweissstoffwechsel einhergehenden 
Zellkernstoffwechsels angesehen werden. 

1) Vel. Noorden, Pathol. des Stoffwechsels, 93, 8. 169. 

2, Langer, Progress. Muskelatrophie mit paralyt. Lendenlordose. 
Deutsch. Archiv f. klin. Med., 32, 1883. 





































Ein einfaches Verfahren zur Ueberfiihrung der Amidofettsauren 
in die entsprechenden Monochlorfettsauren. 
Von 
Apoth. Emil Jochem. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut zu Strassburg. Neue Folge Nr. 39) 


(Der Redaction zugegangen am 28. September 1900.) 


Ber auf Anregung von Herrn Professor Hlofmeister an- 
gestellten Versuchen aus den Spaltungsprodukten des Eiweisses, 
wie sie beim Zerkochen von Eieralbumin init Salzsiiure er- 
halten werden, durch Einwirkung von salpetriger Siiure zu den 
zugehorigen Oxysiiuren zu gelangen, erhielt ich vorwiegend 
gechlorte Verbindungen. Die ausgeiitherten Reaclionsprodukte 
hinterliessen nach dem Abdestilliren des Aethers einen Syrup, 
aus dem nach zweitigigem Stehen schéne, derbe Krystalle 
anschossen, die Chlor enthielten. Die Elementaranalyse ergab 
die fiir Chlorbernsteinsiiure verlangten Zahlen. 

Da Asparaginsiiure ein constantes, wenn auch meistens 
nur in geringer Menge auftretendes Spaltungsprodukt der Ei- 
weisskorper darstellt, lag die Vermuthung nahe, dass die ge- 
fundene Chlorbernsteinsiiure von dieser abstamme, was mich 
eewihlten 


veranlasste, zu untersuchen, wie sich unter den ¢g 
Reactionsbedingungen die Asparaginsiiure verhalten moge. Auch 
in diesem Falle erhielt ich dieselbe Siure. 

Es wurde nun mit wechselnden Mengen von Salzsiiure und 
Nitrit der Versuch angestellt, aus verschiedenen Aminosiiuren 
und Basen zu chlorirten Produkten zu gelangen. Die beste Aus- 
beute erhielt ich beim Lésen bezw. Suspendiren der Amino- 
siuren in der zehnfachen Menge concentrirter Salzsiiure und 
tropfenweisem Zufiigen von molekularen Mengen Natriumnitrit 
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In concentrirter Losung. Das Resultat  fiel positiv aus fiir 
die Aminosiiuren der Essig- und Oxalsiiurereihe, ferner fiir 
die Aminosiuren der aromatischen Reihe mit dem Sitze des 
NHI, in der Seitenkette. Abnorm verlief die Reaction beim 
Tyrosin, wo anscheinend neben der Chlorirung ein Ersatz der 
Hydroxvigruppe durch eine NO.-Gruppe vor sich geht. Die 
aromatischen Aminosiuren mit NH, im Kerne, sowohl wie die 
aromatischen und aliphatischen Basen lassen sich nicht nach 
demselben Schema in chlorirte Produkte tiberfiihren, wenigstens 
eelang es mir nicht, solche zu erhalten. 

Diese Befunde schliessen sich den Beobachtungen von 
Curtius?) und von Tilden?) an, nur dass sich bet dem von 
mir angewandten Verfahren die gechlorten Produkte unter 
besonders leicht herstellbaren Bedingungen erhalten lassen. 

Curtius brachte aus @-Aminofettsiiuren dargestellte Diazo- 
fellsiiureester mit concentrirter Salzsiiure in Contact und be- 
merkte, dass siimmtlicher Stickstoff entwich und ein «a-halogen- 
substitirtes Produkt zurtickblieb. 

Direkten Ersatz der Amimogruppen durch Chlor glaubte 
Tilden durch Eimwirkung von Nitrosyichlorid auf Amine er- 
zielon zu konnen. Er erhielt aus Glycocoll Monochloressig- 
siture und aus Asparagin Chlorbernsteinsiiure. Man darf wohl 
die Einwirkung von Nitrosyichlorid, die sich in erwihntem 
Sinne erst ber hoherer Temperatur geltend macht, jener des 
Gemenges von salpetriger Saure und Salzsiiure gleichstellen 
und somit auf die Reaction von Curtius zuriickfthren. 

Vor dem Verfahren von Curtius hat) mein Vorgehen 
voraus, dass es die Darstellung des Aminosiureesters umgeht 
und olme yorgingige Tsolirung der Diazoverbindungen zum 
Ziele fihrt. Von besonderem Nutzen diirfte diese Art der Ge- 
Winhung von chlorirten Siuren sein in den allerdings seltenen 
Fiillen, wo die Aminosiiuren leichter zu beschaffen sind als die 
entsprechenden freien Siiuren, so beim Leucin und der Glutamin- 


1) (urtius. B. B. Bd. 16, S. 734, 1883. 
2, Tilden. Journ. chem. Soc.. 1895. I. 489 B. B. Bd. 28. Ref. 8. 646. 
(th. Cbl.. 1895, IL. 30 


1895: 
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siiure, eventuell auch fiir die Darstellung der activen Modi- 


ficationen von gechlorten Siéiuren aus den in der Natur vor- 
kommenden activen Aminosiiuren. Da die Reaction schon 
bei Zimmertemperatur vor sich geht, diirften einheitliche, optisch 
active Produkte entstehen.s, 

Kin unter Umstinden werthvoller Vorzug dieses Ver- 
fahrens von Chloreinfiihrung anderen Methoden der Chlorirung 
segeniiber liegt darin, dass unter den von mir eingehaltenen 
Bedingungen der Eintritt: des Chlors auf den Ort der NH,- 
Gruppe beschriinkt bleibt. Auch fiir den qualitativen Nachweis 
von Aminofettsiiuren kann die Reaction dienstbar gemacht 
werden. Man lost oder suspendirt die betreffende Substanz in 
der zehnfachen Menge concentrirter Salzsiiure, behandelt mut 
Natriumnitritlbsung, wobert das gechlorte, mit Aether extra- 
hirbare Produkt entsteht. Der Verdunstungsriickstand des 
Aethers wird mit Salpetersiure angesiuert) und mit Silber- 
nitratlosung im Ueberschuss versetzt, wobei anhattende Salz- 
siiure niedergeschlagen wird. Das Filtrat) lefert mit) con- 
centrirter Salpetersiiure gekocht von Neuem einen reichlichen 
Chlorsiiberntederschlag. Die Entstehung von chlorsubstituirten 
Fettsiiuren vom Glycocoll aufwirts macht sich tberdies schon 
durch das Auftreten Oliger Tropfen bemerkbar. 

Fir die physiologische Chemie dirfte die Reactionsfihig- 
keit der Aminosiiuren nach dieser Richtung hin insofern von 
Interesse sein, als man damit Aufschluss tiber die das Kiweiss- 
molekiil bildenden Mono- und Diaminosiiuren ino anderer als 
bisher eingeschlagener Richtung erhalten kann. Herr Professor 
Hofmeister hat fiir die Weiterftihrung der Untersuchungen 
unter Zugrundelegung dieser Erfahrungen bereits Sorge getragen. 

lm Naehstehenden theile ich emige einschligige Versuche 
mit. welche tiber die Anwendbarkeit des Verfahrens zur Dar- 
stellung bekannter und Auffindung neuer Chlorfettsiiuren ein 
Urtheil ermoglichen. 


Darstellung von Chlorbernsteinsaure aus Eieralbumin. 


Ich kochte Eiereiweiss mit der dreifachen Menge con- 
centrirter Salzsiure auf dem Sandbade withrend ftinf Stunden 











am Steigrohre, filtrirte nach dem volligen  Erkalten die 
schwarzbraune Losung von ausgeschiedenen schwarzen Pro- 
dukten, «Melaninen», ab und less unter Umrihren und Kiihlen 
mit Wasser eine gesiittigte wiisserige Losung von Natrium- 
nitrit aus einer Pipette zufliessen, Die Aminosiiuren mOgen hier in 
etwa 20°? oiger Salzsiiure gelost gewesen sein. Die angewandte 
Menge salpetrigsaures Natrium betrug 80 @ auf 100 @ Eiweiss, 
10° o mehr als die auf 15°/o Stiekstoff berechnete Menge. Nach- 





demetwa die Hiailfte der Natriumnitritlbsung verbraucht war. nahm 
die Fliissigkeit eine hellgelbe Fiarbung an und triibte sich unter 
Ausscheidung oliger Tropfen, die sich auf dem Boden des Ge- 
fiisses ansammelten, Auf der Oberfliiche schwamm eine schwarze 
harzige Masse, die entfernt wurde. Es trat reichliche Entwick- 
ling von Stickstoff und Kohlensiiure auf. Die zweite Hiilfte 
der Natriumnitritlbsung wurde ebenfalls vorsichtig zugefiiet 
und das Gemisch alsdann eine Zeit lang sich selbst tiberlassen. 
Lim die tiberschiissige salpetrige Siure und das Stickoxyd zu 
vertreiben, leitete ich eine Stunde lang Luft) durch das Ge- 
menge und trennte die beiden Schichten im Scheidetrichter, 
Die hellgelbe wiisserige Losung wurde durch Schiitteln mit 
Acther erschopft und die iitherische Loésung auf einem missig 
erwirmten Wasserbade abdestillirt. Aus dem = syrupdosen Riick- 
stand krystallisirte ein Korper aus, der von der Mutterlauge 
abgesauet, mit wenig Aether nachgewaschen und durch Um- 
krystallisiren aus letzterem Losungsmittel gereinigt wurde. Die 
Krystalle zeigten den Schmelzpunkt 174°. 

Die im Vacuum-Exsiccator getrocknete Siiure ergab  fol- 
sende Werthe: 


Berechnet ftir Gefunden: 
CHC, : I. If. 
.; 31,48 9 y 31.61° 5 Bi. 42°08 
HH 3,27 0 3.439" 0 3.39% , 
G11) 23.25". 23 Q2" 4 93.13° 


Ks lag sonach eine Monochlorbernsteinsiture vor, welche 


1) Obige Chlorbestimmungen sowohl als die folgenden wurden 
nach Carius ausgefiihrt, die Verbrennungen durch Mischen der sub- 


stanzen mit Bleichromat. 














ihrem Schmelzpunkte nach mit einer der activen Modificationen, 
vermuthlich mit der von Tilden und Marshall aus Asparagin 
durch Nitrosylchlorid neben Fumarsiiure erhaltenen |-Chlorbern- 
steinsiiure identisch ist. 


Darstellung von Monochloressigsaure auf Glycocoll. 


) g kiiufliches Glycocoll wurden mit) der zehnfachen 
Menge coneentrirter Salzsiture angerieben und unter Kihlen 
mit emer gesittigten Natriumnitritlbsung. enthaltend 5) ¢ 
salpetrigsaures Natrium, tropfenweise versetzt; dann iiberliess 
ich das Gemisch einige Zeit sich selbst, leitete Luft durch und 
iitherte aus. Der iitherische Riickstand krystallisirte im Exsiceator 
¢ Da Monochloressigsiiure in Wasser leichter 


= 


aus und wog 2.5 
lOslich ist als in Aether, kann durch Ausiithern nicht fest- 
eestellt werden, ob die Reaction quantitativ verliuft, doch kann 
nan mit Sicherheit annehmen, dass 40° o des angewendeten 
Glycocolls als gechlorte Siiure erhalten werden. 

Die durch Destillation rein erhaltenen Krystalle schmolzen 
ber 62°, 


Berechnet fiir C,H.C1O,: Cefunden: 
Cl 33.48 90. Fs do Seb,Oed °/0 


Darstellung von Phenylchloressigsaure aus Phenylaminoessigsaure. 


Die Aminosiiure wurde nach der Methode von Tiemann!) 
dargestellt. 10 ¢ des Priiparates wurden genau wie bei den 
vorhergehenden Aminosiiuren in salzsaurer LOsung mit 5,5 g 
Natriumnitrit behandelt, das Reactionsprodukt ausgeiithert und 
der Destillationsriickstand, ein gelber Syrup, zur Krystallisation 
in den Exsicecator gestellt. Die Ausbeute an Rohprodukt betrug 
8.9 g, war also nahezu quantitativ. Durch Umkrystallisiren 
aus heissem Ligroin erlielt ich die bei 78° schmelzende ge- 
chlorte Siiure. 

Berechnet fiir C.H,CIO,: Gefunden: 

I. If. 
Cl 20,79 °%o. 20).67 95 20,93 °/o 


1); Tiemann, B. B. Bd. 13, 8. 383, 1880. 











Darstellung von «-Chlorglutarsaure aus Glutaminsaure. 


Die Glutaminsiiture gewann ich aus kiiuflichem Casein 
durch Kochen mit der dreifachen Menge concentrirter Salz- 
sire Wihrend 5 Stunden am Steigrohre. Der Zerkochunes- 
Hliissigkeit setzte ich nach vorausgegangener Verdiinnung mit 
Wasser auf je 100 Theile Casein 10 Theile Phosphorwolfram- 
saure in Losung zu und less im Eiskasten absitzen. Von dem 
<chlammigen Niederschlage und aufschwimmenden Fette wurde 
abliltvirt, das Filtrat zur Syrupdicke eingeengt, mit Salzsiiure- 
eas vesittigt und das Gemisch tber zuletzt genannter Siiure 
unter eimer Glasglocke an einem ktihlen Orte aufgestellt. Schon 
nach emigen Stunden schieden sich aus der hellbraunen Losung 
elinzende Krvstalle aus: nach achttiigigem Stehen war der 
lnhalt des Glases zu einer salbenartigen Masse erstarrt. Der 
Kivetallbrer wurde an einer guten Saugpumpe wiihrend 10 
Stunden abgesaugt, die Krystalle auf pordse Thonplatten aut- 
gestrichen, welche die noch anhaftende Mutterlauge rasch 
aufsaugten, sodass auf dem Thone eine verfilzte, fast vollig 
Weisse Wruste zurtickblieb. Letztere wurde abgekratzt, in wenig 
Wasser gel6st, mit Thierkohle entfirbt und aus der farblosen 
Losung die Clutaminsiiure als salzsaures Salz durch Einleiten 
von gastormiger Salzsiiure ausgeschieden. 2. Kilo) des noch 
Stark verunreinigten technischen Caseins lieferten auf diese 
Weise behandelt 320 @ reine salzsaure Glutaminsiiure, die ich 
In Portionen zu lOOe auf @Chlorglutarsiiure verarbeitete. 

Auf 100 Theile salzsaure Glutaminsiiure verwandte ich 
i) Theile Natriumnitrit und verfuhr genau wie vorher bei der 
Darstellung der gechlorten Produkte, nur wurde der iitherische 


Auszue diesmal nicht dureh Destillation auf dem Wasserbade 


iy 
eingeengt, weil man sonst Gefahr liiuft, dass sich die neue 
Siiure zersetzt. Das Verjagen des Aethers geschah im Vacuum 
ber einer Temperatur, die 380° nicht iiberschritt. Der Riickstand, 
ein gelber Svrup, wurde in eine flache Krystallisirschaale ge- 
bracht, durch Evacuiren im Exsiccator von dem noch anhat- 
tenden Aether befreit, wobel sich die gechlorte Saéure mikro- 
krystallinisch ausschied. Beim Aufstreichen auf Thonplatten 
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verschwand die anhaftende Mutterlauge, und ein weisser Krystall- 
iiberzug blieb zuriick. Nach 6fterem Umkrvstallisiren aus 
wasserfreiem Aether erhielt ich durch Ueberschichten der 


‘itherischen Lésung mit Ligroin bis zur beginnenden Triibung 
grosse, einen Centimeter lange, pyramidenartige Gebilde, die aus 
lauter kleinen Krystallen aufgebaut waren. Die einzelnen 
Krystallechen waren jedoch zu klein, um einer Messung unter- 
zogen werden zu konnen. Die Ausbeute iiberstieg nicht 20° 
der verarbeiteten salzsauren Glutaminsiiure; ein Theil davon 
scheint durch Oxydation verloren zu gehen, denn es tritt neben 
Stickstoff auch reichliche Kohlensiiureentwicklung auf. 

Die Krvstalle sinterten bei 97° und waren bei 100° ganz 
geschmolzen. Die a-Chlorglutarsiiure lOst sich sehr leicht in 
Wasser, Alkohol, Aether und Aceton, ist unléslich in Benzol, 
Chloroform nnd Ligroin. Mit Wasser zersetzt sie sich aber 
leicht unter Abgabe ihres Chlors, das als Salzsiiure in der 
Flissigkeit gefunden wird: ebenso leicht zersetzlich sind die 
Salze in wisseriger Losung. Die Analvse der bei 35° getrock- 
neten Substanz gab die fiir Monochlorglutarsiiure erwarteten 


Werthe: 


berechnet fiir C,H,C1O,: (refunden: 
| II. 
(36,05 °%'o 36,249) 3616" o 
H 4,.2(0)°'y 4.30 Jo $29 % 0 
Cl 21.30 °/o 31.42 °/o 21,38 °/o 
Baryumsalz. 


Ktwa 2 ¢ reiner Saure wurden in 20 ¢ absolutem Methyl- 
alkohol gelost und mit einer methylalkoholischen Barytlosung 
neutralisirt. Es schied sich sofort das Barvumsalz als weisser, 
voluminéser Niederschlag aus, der nach dem Auswaschen mil 
Methylalkohol und Trocknen bei 35° zur Baryum- und Chlor- 
bestimmung diente. Das Salz ist ino Wasser leicht loslich, 
aber nicht ohne Chlorabspaltung, und fillt) auf Zusatz von 
Alkohol wieder aus: 


erechnet fiir CH,ClO,Ba: (iefunden: 


Cl 11.75 °/o 11.35 °%/o 11.69 °/o 
Ba 
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Kupfersalz. 

o,4 g reine Siure wurden in absolutem Methylalkoho| 
gelost, mit methylalkoholischem Ammoniak genau neutralisirt 
und mit einer LOsung von Kupferchlorid in genanntem Lésungs- 
mittel ausgefiillt. Der hellblaue Niederschlag wurde ausgewaschen 
und getrocknet. Die Versuche, sowohl das Kupfersalz als das 
Baryumsalz aus Wasser umzukrystallisiren, scheiterten an der 
leichten Zersetzlichkeit der Chlorglutarsiiure. 


Analyse: 


Berechnet fiir C,H.ClO, Cu: Gefunden: 
I. II. 
Ci 15,55°%/o 15,53 °/o 15,37 %/o 
Cu 27,99 °%o 27,830 27,91 "Jo. 


u-Chlorglutarsaure-Diathylester. 

) g reiner Siure wurden in absolutem Aethylalkohol, 
der zuvor mit Salzsiuregas bei 0° gesiittigt war, gelost, die 
Losung wihrend 35 Tagen im Eisschranke sich selbst iiber- 
lassen, alsdann in Wasser gegossen, der Ester im = Scheide- 
trichter abgetrennt und mit Natriumearbonatlosung geschiittelt. 
bis die saure Reaction verschwunden war. Das anhaftende 
Natriumearbonat lisst sich durch Ausschiitteln mit Wasser, 
dem gegentiber der Ester weit bestiindiger ist als die Saéiure und 
ihre Salze, leicht auswaschen. Ich trocknete den Ester in iithe- 
rischer Losung fiber Chlorcalcium und destillirte im Vacuum. 

a-Chlorglutarsiiure-Diithylester ist schwerer als Wasser, 
hat das specifische Gewicht 1,14 ber 23°, siedet im Vacuum 
(1mm. Druck) ber 140—145°, ber gewohnlichem Druck nicht 
unzersetzt etwa ber 245° (i. D.) und besitzt angenehmen 
Geruch, 


Berechnet fiir CJH,.C1O, : Gefunden: 
I. II. 
CG 48.56 %o 48.64 °'o 48,47 9/0 
H 6,73 °Jo 6,82 %/o 6.85 ° 6 
Cl 15,94 ° 0 15,76 ° 9 16,09° 0. 


Ueberfiihren der «u-Chlorglutarséure in die entsprechende Oxysaure. 
Wie bereits erwiihnt, zersetzt sich die a-Chlorglutarsiiure 
leicht in Wasser, indem sie Chlor als Salzsiiure abgibt; das 
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entstehende Produkt musste also eine Oxysiure sein. Ich 


stellte eine 5° olge wisserige Losung der Siiture dar und liess 
dieselbe 2 Tage in einem Digestorium bei 40—50° stehen, 
neutralisirte alsdann mit Natronlauge und damptte auf ein 
kleines Volumen ein. Die mit Schwefelsiiure angesiiuerte L6- 
sung wurde ausgeiithert und der Auszug auf dem Wasserbade 
abdestillirt. Der syrupdse Riickstand erstarrte tber Schwefel- 
siiure aufbewahrt zu einer krystallinischen Masse vom Schmelz- 
punkte 72°. 

Um mich zu vergewissern, dass die Siiure auch die 
verlangte a-Oxysiiure war, stellte ich das charakteristische 
Zinksalz dar. Die Krystallmasse wurde in wiisseriger LOsung 
mit Zinkcarbonat erwirmt, das tiberschiissige kohlensaure Zink 
mit Wasser wiederholt ausgekocht und die vereinigten Filtrate 
eingedampft.. Der hinterbliebene Syrup krystallisirte zum 
Theil tiber Nacht aus. Die Krystalle liessen sich mit wenig 
Wasser von der anhaftenden dickflissigen Mutterlauge befreien. 
Tags darauf zeigte das Waschwasser eine reichliche Ausschei- 
dung von Krystallen, welche abgesaugt und mit der ersten 
Portion zusammen durch Umkrystallisiren gereinigt wurden. 
beim Losen bedurfte es aber einer grésseren Menge Wassers 
als zuvor: schon beim Eindampfen schieden sich warzen- 
formige Krystalle aus, die nach dem Erkalten der Losung sich 
noch vermehrten und mikroskopisch untersucht aus lauter 
kleinen Tafeln bestanden. 

Die Zinkbestimmungen in dem bet 125° getrockneten 


Salze ergaben: 


Berechnet fiir ZnC,H,0,: Gefunden: 
; If. 
Zn 30,940 30.86 °'o 31.09 90 


Es unterliegt also kemem Zweifel mehr, dass das aus 
Glutaminsiiure erhaltene gechlorte Produkt die zugehodrige 
a-Chlorglutarsiiure ist. 


Darstellung von a-Chlorisobutylessigsaure aus Leucin. 


Das verarbeitete Leucin wurde zum grossten Theile 
erhalten durch 24stiindiges Kochen von Hornspinen mit 
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25° oiger Schwefelsiiure.') Die Zersetzungsfliissigkeit wurde 
mit geloschtem Kalk vom gréssten Theile der Schwefelsiiure 
befreit’ und eingedampft. Die durch Stehenlassen aus der 
gelben Fliissigkeit erhaltenen Krystallmassen gaben in wiisse- 
riger) Losung mit Thierkohle gekocht ein farbloses  Filtrat, 
das in der Siedehitze mit) Kupfercarbonat behandelt, einen 
Niederschlag von Leucinkupfer bildete, welcher nach dem 
Auswaschen mit Schwefelwasserstoff zerlegt wurde. Das er- 
haltene Leucin krvstallisirte ich aus ammoniakalischem Alkoho! 
um und erhielf auf diese Weise ein von Tvrosin freies Prii- 
parat. Es gab wenigstens keine Millon’sche Reaction mehr. 

Die Ausbeute an Leuein war eine sehr unbetriedigende, 
was daher riihrt, dass Leucinkupfer bei Anwesenheit von 
Kupfersalzen anderer) Aminosiiuren weit l6slicher ist) als in 
reinem Zustande. Aus dem = Kupferniederschlage erhielt) ich 
auf diese Weise aus 8 Kilo Hornspiinen nicht mehr als 50 ¢ 
Leuein. 

Ich verarbeitete dasselbe in Portionen von 25 @ wie das 
Glycocoll. Man muss auch hier mit) Wasser kiihlen, damit 
die Temperatur nicht iiber) Zimmerwiirme steigt. Als die 
Hiilfte der Natriumnitrithbsung verbraucht war, triibte sich 
das Gemisch durch ausgeschiedene 6lige Tropfen, die sich an 
der Oberflache sammelten. Durch Ausiéthern gewann— ich 
diese Olige Scehicht und destillirte bei einer 30° nicht. tiber- 
steigenden Temperatur den Aether im Vacuum ab. Die neue 
Siure bheb als éGlige, mit) Wasser nicht mischbare Fliissig- 
keit zurtiek, 

Aus den Salzen des so erhaltenen Rohproduktes dic 
reine Siiure zu erhalten ist, ihrer leichten Zersetzlichkeit 
wegen, nicht moglich: auch durch Verseifen des Esters kann 
die frere Siiure nicht erhalten werden, ohne dass gleichzeitig 
alles Chlor eliminirt wird. Um = die anhaftende Salzsiiure 
und salpetrige Siiure einigermaassen zu entfernen, sowie 
beigemengten gelben Svrup zu beseitigen, schtittelte ich in 
‘itherischer Losung zweimal mit schwach alkalischem Wasser 


') Hammarsten, Lehrbuch der physiolog. Chemie 8. 269. 
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durch. Die iitherische Schicht wurde durch ein zuvor mit 
Aether benetztes Filter abfiltrirt, mit Chlorcalecium getrocknet 
und der Aether im Vacuum vertrieben. Der Riickstand war 
bedeutend weniger gelb gefiirbt. Nach zweitigigem Stehen 
im Exsiccator tiber Aetzkali beniitzte ich einen Theil davon 
zur Chlorbestimmuneg. 

Da keine Salze ohne Abspaltung von Chlor zu erlangen 
waren, stellte ich aus dem Reste den Aethylester dar. Die 
Ausbeute an gechlorter Siiure tiberstieg nicht 20° o des an- 
cewendeten Leucins. 

Die erhaltene Siure stellt eine élige, schwach = gelbe 
Fliissigkeit dar, welche specifisch schwerer als Wasser und 
damit nicht mischbar ist. Mit Alkohol und Aether mischte 
<ie sich in jedem Verhiiltnisse. Selbst beim Einstellen in 
eine Kiiltemischung zeigt sie keine Spur von Krystallisation. 
Sie gibt schon bei 40° Salzsiiure ab und liisst sich weder im 
Vacuum noch bet gewohnlichem Druck destilliren. 

Ber der Chlorbestimmung fand ich: 
I. LI. HT. 
- ; 


5° /o 23,93 °Jo 23,80 %/o. Berechnet fiir C,H, C10, 23,562. 


Aethylester der «-Chlorisobutylessigsaure. 

8 Gramm des auf obige Art von Salzsiiure und salpetriger 
siiure befreiten Chlorproduktes wurden in die zehnfache 
Menge von bet 0° mit Salzsiiuregas gesiittiglem, absolutem 
Aethvlalkohol eingetragen und 3 Tage lang im) Eisschranke 
-tehen gelassen. Dann wurde in Eiswasser gegossen, der aus- 
seschiedene Ester im Scheidetrichter abgetrennt und die ihm 
anhaftende Siiure dureh Natriumearbonatlésung — beseitigt. 
Nach dem Trocknen mit Chlorcaleium in iitherischer Losung 
destillirte ich im Vacuum bei 15 mm. Druek iiber, wober der 
ster zwischen 91—95° iiberging. 

Der a-Chlorisobutvlessigsiiure-Aethylester stellt eine farb- 
lose, angenehm nach Ananas riechende, mit Wasser nicht 
mischbare Fliissigkeit dar vom specifischen Gewicht 1,01 
be. 239. Er siedet unter Zersetzung bei 190° (i. D.). 

Fiir den zu erwartenden Ester berechnet sich die 


. . - a —? ; . , ‘ , — ( 
Hoppe-Seyler's Zeitschrift f. physiol. Chemie. XXXII. J 
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Formel C.H,.ClO,, fiir) welche Chlorbestimmungen und Ele- 
mentaranalysen befriedigende Zahlen gaben. 


Berechnet: Gefunden: 

4% II. 
CG 53,79 °%/o 53.93 °/o 53,66 °%'0 
H = S4L°o $8.56 6 8,49 %/o 
Cl 19.8720 19,73°/0 19,830. 


Ueberfithren des «-Chlorisobutylessigsaure-Esters in 
u-Oxyisobutylessigsaure. 

(im von dem Ester zu der betreffenden Oxysiure zu 
celangen, verseifte ich 4¢ davon mit heiss  gesittigtem 
Baryviwasser, dem etwas Baryumearbonat zugesetzt wurde, 
um beim Kochen das liistige Stossen zu verhindern. Nach 
zehnstiindigem Erhitzen war die Verseifung beendigt, der 
Riickstand wurde wiederholt mit Wasser ausgekocht, in der 
Losung der tiberschiissige Baryt mit Kohlensiiure gefallt und 
das erhaltene Baryumsalz in der Hitze genau mit der be- 
nothigten Menge Zinksulfat umgesetzt. Durch wiederholtes 
Auskochen des entstandenen Niederschlages erhielt ich das 
schwerl6sliche Zinksalz der Oxysiiure, welches beim Um- 
krystallisiren und Einengen der L6sung sich in seidengliin- 
zenden Schuppen abschied, die mikroskopisch betrachtet aus 
feinen Nadeln bestanden. Das Salz krystallisirte mit zwei 
Molekiilen Krystallwasser. 


Berechnet fiir (C,H,,0,), Zn+2 H,O: Gefunden: 
I. If. 
7n 17,990 17, 8-+4°0 17,81°/o 
H,O 990% 9 57 %/o 964° 0. 


Die aus dem Zinksalze nach Ansiiuern mit Schwefel- 
siiure und Ausiithern gewonnene freie Siiure schmolz_ bei 
67—70°. Selbst nach Ofterem Umkrystallisiren des Salzes 
erlangte ich keine Siiure mit schiirferem Schmelzpunkte. 

Nach Waage!) schmilzt die aus activem Leucin erhaltene 
Oxvsiiure bei 73°, nach Gmelin?) die aus einem von Hefe 
und Casein abstammenden Leucin dargestellte active Oxysiure 


1) Waage, Ann., Bd. 118, 8. 87, 1861. 
2, Gmelin, Zeitschr. f. physiolog. Ch., Bd. XVIII, 5. 31, 1894. 











bei 72.5°, die aus Hiimoglobin erhaltene bei 67-70°. Die 
von mir erhaltene Siiure stimmt in diesem Punkte mit der 
aus Hiimoglobin dargestellten tiberein, doch weicht sie von 
dieser wieder durch den Wassergehalt des Zinksalzes ab, der 
bei Gmelin 1/2, bei mir 2 Molekiile betrug. Der Grund dieser 
Verschiedenheiten ist bisher nicht aufgeklirt, doch will ich 
bemerken, dass das von mir bei der Gewinnung der Oxysiiure 
beniitzte Leucin nicht ausschliesslich aus Keratin stammte, 
sondern zu einem kleinen Theil durch Selbstverdauung von 
Pancreas erhalten war. 

Es ist danach nicht ausgeschlossen, dass das von mir 
bentitzte Praparat noch ein Gemenge verschiedener Leucine 
darstellte und dass auch die beschriebenen Chlorprodukte 
nicht ganz einheitlicher Natur waren. Auch die Bezeichnung 
a-Chlorisobutylessigsiiure modchte ich fiir so lange als eine 
vorliufige ansehen, als die Isomerie der aus verschiedenen 
Kiweisskorpern und nach verschiedenen Methoden erhiltlichen 
Leucine nicht geniigende Kliirung erfahren hat. 








Ueber die labende und labhemmende Wirkung des Blutes, 
Von 
Dr. E. Fuld 


und Dr. K. Spiro, Privat-Doc. u. I. Assist. des Instituts. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut zu Strassburg. Neue Folge Nr. 40.) 


Der Redaction zugegangen am 28. September 1900.) 


Gelegentlich seiner Untersuchungen iiber die Blutgerinnung 
hat Hammarsten beobachtet, dass mit Pferdeblutserum ver- 
setzte) Caseinlosung oder Milch nicht mehr gelabt werden 
kann, ein Betund, den alsdann Roden!) zum Gegenstand 
austiihriicher Untersuchungen machte. Hammarsten. selbst 
wies mach, dass nach wiederholtem Ausfillen und Aufl6sen 
das Casein einer so behandelten Milch wieder gelabt werden 
kann. Roden zeigte, dass die Labhemmung bereits von selir 
geringen Mengen Pferdeserum ausgetibf wird, und dass die 
Ouantitiit Serum, welche die Wirkung einer bestimmten Quan- 
titiit Lab dauernd aufhebt, von Thier zu Thier und noch mehr 
von Species zu Species schwankt. In emem = Falle wurde 
eine Labmenge, welcbe die Kontrollprobe binnen zwolt Minuten 
zur Gerinnune brachte, bei einem Serumgehalt der Milch zu 
1’ 5 vollkommen und dauernd unwirksam. 


Beziglich der Einfliisse, welchen das Serum ausgesetzt 


» 


Upsala Lakareforenings forhandlingar, Bd. 22, 8. 546. En 
fihrliches Referat von Hammarsten siehe in Maly’s Jahresberich! 


160, 1887 
























werden darf, ohne seine labhemmenden Eigenschaften ein- 
zubiissen, ist zu nennen: andauerndes Dialysiren, wobei das 
eingeengte Dialysat keine Spur von Wirkung zeigt, und Er- 
hitzen bis zu Temperaturen an 70°, Erhitzen iiber diese 
Temperatur hinaus und Stehenlassen unter Alkohol hob die 
Wirkung auf. 

Bei Versuchen, die wirksame Substanz zu isoliren, ge- 
langte R6dén nur zu negativen Resultaten: Weder mit dem 
durch Essigsiiure aus Pferdeblutserum dargestellten Globulin, 
noch dem isolirten Serumalbumin konnte eine Wirkunge erzielt 
werden, sodass R6dén am Schluss seiner Arbeit zu der 
Annahme gelangt, dass der Triiger der genannten Wirkung 
zu den noch nicht bekannten Serumbestandtheilen gehére. 
Veber die Art der Wirkung kommt er zu dem Wahrschein- 
lichkeitsschluss, dass der Korper auf das Labferment selbst in 
irgend einer Weise einwirke. Ob diese Einwirkung in’ der 
bildung einer chemischen Verbindung des Korpers mit Lab 
bestehe, konnte nicht bewiesen, aber auch nicht ausgeschlossen 
werden. Da beim Schiitteln mit) Thierkohle der wirksame 
bestandtheil nicht niedergerissen wird, glaubt RoOdén= den 
KOorper zu den Eiweissstoffen und nicht zu den Fermenten des 
blutes rechnen zu miissen. 

Kine Bestiitigung und interessante Fortfiihrung in be- 
stimmter Richtung erfuhren die Versuche Rodén’s durch 
briot!) und namentlich dureh J. Morgenroth.?)  Letzterem 
besonders gelang es, iihnlich wie es H. Hildebrandt?) fiir das 
Emulsin gezeigt hatte, durch wiederholte subcutane Injection 
Kleinerer Labdosen bei Ziegen eine erhebliche Menge eines 
labhemmenden Stoffes im Blutserum zur Anhiiufung zu bringen 
und «seinen Wirkungswerth zahlenmiissig zu bestimmen 

Kr fand, dass durch Gegenwart dieses «Antilab’s» die 
Coagulation der Milch mittelst) pflanzlicher Labfermente nicht 
beeintriichtigt wird. und zeigte in einer zweiten Mittheilung, 


1) Compt. rend. de Ac. d. se. Bd. 128, 5. 1359, 1899. 
2, Centralblatt f. Bacteriol., LL Abth.. Bd. 26. Nr. 11/12. S. 349. 
iS. und ebenda Bd. 27, Nr. 2021, S. 721, 1900. 


131, S. 26, 1893. 





3) Virchow’s Archiv Bd. 


























dass das Labferment der Artischoken, die «Cynarase», eben- 
falls die Erzeugung eines «Antikoérpers» in analoger Weise 
gestattet, welcher seinerseits auf das gewohnliche thierische 
Chymosin ohne Einfluss ist. Als Mass der Wirkung diente 
nicht, wie bei friheren Untersuchungen, die Gerinnunegszeit, 
sondern die Grosse der kleinsten gerinnungsmachenden Lab- 
mengen fiir gewOohnliche Milch und solche, welcher die wirk- 
same EF liissigkeit zugesetzt war. 

Das verschiedene Verhalten des Pferdeblutserums gegen- 
liber beiden Fermenten bringt Morgenroth in Vergleich mit 
dem Gehalt des Serums an specifischen Antitoxinen nach Zu- 
fuhr von Toxinen und deutet es unter Zugrundelegung von 
Khrlich s «Seitenkettentheorie> als Folge einer specifischen 
Reaction des Oreanismus.?) 

ber dem besonderen Interesse, welches solche Reactions- 
vorginge bieten, halten wir uns fiir berechtigt, die nach- 
stehenden Beobachtungen mitzutheilen, welche darthun, dass 
im Pferdeblut) neben dem = schon friiher nachgewiesenen lab- 
hemmenden Agens ein nach Art des Labferments wirkender 
Stoff vorhanden ist, und dass eine Trennung beider Agentien 
durch geeignete Fractionirungsmethoden erreicht werden kann. 

In Betreff der Methodik sei bemerkt, dass wir nach 
Rodéns Vorgang zur Priifung der labhemmenden Wirkung 
des Blutserums meist von ein und derselben LablOsung aus- 
vingen. Um kingere Zeit hindurch mit derselben Milch = ar- 
beiten zu konnen, conservirten wir sie durch Schiitteln mil 
Chloroform (Benjamin):?) die labhemmende Wirkung des 
Chloroforms konnte ausser Acht gelassen werden, da es uns 
stets nur auf vergleichende Versuche ankam. Durch Zusatz 
von physiologischer Kochsalzldsung wurde jedesmal fiir eine 
eleichmiissige Verdiinnung siimmtlicher Proben gesorgt. 

Im Allgemeinen ergab sich, dass O,1 cem. Serum = zur 
Neutralisation von 0,1 ecm. unserer Lablésung (resp. gleiche 
Verdiinnungen) nicht ausreichte, 0,2. cem. frischen Serums 
aber allemal geniigten, wie beifolgende Protokolle zeigen. 

1) Ebenso P. Ehrlich, Proc. Royal Soc. Vol. 66, 8. 438, 1900. 
Virchow’s Archiv, Bd. 145, 8. 30, 1896. 








Versuch I. 
Labljsung mit Wasser auf '' verdiinnt. frisches Serum mit O.S8° oiger 


Kochsalzl6sung auf ‘5 verdiinnt. 








Milch Lab Serum 
Befund 
cem. eem. cem. 
2 0.1 O.0 cerinnt 
2 O.1 1 etwas spiiter (20°) geronnen 
2 0.1 ().2 nach S Tagen ungelabt 
2 0.1 0.5 ebenso alle mit héherem Serumgehalt. 
u. Ss. W 


Versuch Il, 


Verdiinnungen wie in Versuch T[. 





Milch Lablésung serum 
= Befund 





cem. cem. eem. 
1.0 0.1 0.0 velabt 
1.0) 0.1 O.] Gerinnsel 
1.0 ().| ().2 fast kein Gerinnsel, klebriger Niederschlag 
1.0 1 O35 keine Gerinnuneg. 
u. hoherer 
Zusatz 


Versuch Il. 


Labldsung und Serum ‘etwas gestanden) unverdiinnt. 





Mileh, Lab |Serum | 
Befund 





Cerri. CeTh. CCH). 

1.0 ().2 O.5 keine Gerinnung nach 2 St. 

1.0 O05 OD reichliches Gerinnsel, in einem Parallelversuch 
Gerinnsel nur angedeutet 

1,0 1.0 OD total geronnen. 


II. 


Trennung des labenden und labhemmenden Stoffs. 

Bei Wiederholung der RoOdén’schen Versuche ergab 
sich, als wir, statt Serum von Pferdeblut, diffundirtes Oxalat- 
plasma verwendeten, ein auffallendes Missverhiiltniss zwischen 
Zusatz und labhemmender Wirkung. Manchmal hatte eine 
geringe Menge Plasma eine deutlichere Wirkung als eine 
grossere: bei Betrachtung der sich nach reichlichem Zusatz 
ausscheidenden Gerinnsel ergab sich weiter ein Unterschied 
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gegeniiber der typischen unter sonst gleichen Verhiiltnissen 


durch eine gleiche Menge Lab erzeugten Gerinnung; nament- 
lich waren die Niederschliige flockig, Anfangs locker und con- 
trahirten sich nur langsam. 

Nachdem auch noch durch andere Beobachtungen eine 
coagulirende Wirkung des Plasma constatirt war, erhob sich 
naturgemiiss die Frage, ob eine solche Wirkung nur dem Plasma. 
oder auch dem Serum innewohne und in letzterem Falle vielleicht 
bloss durch die stiirkere labhemmende Wirkung verdeckt set. Um 
diese Frage zu entscheiden, bedienten wir uns eines Chlorcalcium- 
zusatzes, dessen labungsfOrdernde Wirkung schon von Ham- 
marsten erkannt worden ist; in der That gelang es so, und 
gwar nur so, durch grossere Serummengen eine, wenn auch 
langsame Labung zu erziclen, iihnlich wie Zuftigung eines 
Kalksalzes auch beim Plasma die labende Wirkung deutlicher 
hervortreten. liess. 


Versuch IV. 





Mileh Plasma! Lab. 








cei, ccm. ecm, 

2 O) | bleibt ungeronnen 

» 1.) 

2 LD - am michsten Tage kleines lockeres Gerinnse] 

2 20) . > zunehmendes locker. Gerinnse! 
2 DA) — | » gut abgesetztes Gerinnsel 


} 
j 


Garossere Mengen Pferdeblutplasina kénnen also bisweilen eine 
labende Wirkung ausiiben, wie auch aus foleendem Versuch ersichtlich. 


Versuch V. 





' hKochsalz- | 
Milch Plasma 





losung Befund 
CC. Ceti. COM. 
2 3 3 am nichsten Tage kleines Gerinnsel am Boden 
a) i) grosses Gerinnse]l 


Schneller tritt die Gerinnung ein, wenn noch Kalksalz zugesetz! 
wird 





Versuch VI. 


Gleiches Plasma wie in Versuch IV. 





CaCl, 
Milch Plasma 10 oie 
_ Befund 
ecm. ccm. | CCM. 





2 Od | 0.5 am niichsten Morgen frisch geronnen 

Z 1,0 | 0.5 ‘nach 6 Stunden auftretendes Gerinnsel 

2 15 | 0d Lockeres Coagulum, nach 6 Stunden vorhanden 
2 2.0 0.5 Gerimnsel hat bereitsnach6St.etw. Molkeabgepresst 
2 2,0 | 0.5 |Contrahirtes Gerinnsel zu dieser Zell 


Versuch VII. 





Milch Serum Cal, 10° vig 
’ Befund 











Cert, CEH, Cc. 
2 2 OD am nichsten Tage noch keine Gerinnung 
a OD » gleichen Tage beginnende Gerinnung 
an US) eleichen Tage deutliches starkes Gerinnsel 
Versuch VUE 
CaCl,-Losung, NKochsalz- 
Milch | Serum ~ ai — 
10) 1g losung Befund 
CCM. ccm. ccm. ccm. 
2 () 0.0 OD 1.0 keine Gerinnung 
2.0 0,2 OD OS gelblicher Bodensatz 
2.0 0.5 0.5 0.9 einzelne Flocken 
20 1.0 0.5 0.0 deutliche Gerinnse] 


In einem Kontrollversuch, in dem Plasma statt Serum angewandlt 
wurde, war die Gerinnung wieder viel deutlicher zu erkennen. 

Dass im Plasma und Serum zwei Factoren vorhanden 
sind, welche die Milchgerinnung in entgegengesetztem Sinne 
beeinflussen, erschwert natiirlich in héichstem Maasse die 
Analyse der antilabenden Wirkung des Gesammtserums, und 
eine weitere Untersuchung wiire wohl aussichtslos gewesen, 














wenn es uns nicht gelungen wiire, mit Hilfe der Fractionirung 





















mittelst Ammonsulfats die beiden Factoren getrennt in zwei 
verschiedenen Eiweissfractionen abzuscheiden. 

Zunichst konnten wir uns tiberzeugen, dass die bei 
Halbsiittigung mit Ammonsulfat nicht gefillten Bestandtheile 
ohne jede labhemmende resp. labbefordernde Einwirkung waren, 
wobet wir uns durch Kontrollversuche tiberzeugten, dass die 
durch Dialyse hervorgerufene Verdtinnung nicht als Ursache 
fir das Verschwinden der Hemmung angesehen werden konnte. 


Versuch IX. 
~erum. 100 cem.. wird mit dem gleichen Volumen. gesiitticter 
Ammonsulfathbsung versetzt, filtrirt und das Filtrat) dialysirt: dem 
Schlauche werden 192 cem. entnommen; eime ebenfalls der Dialyse 
cleichzeitig unterworfene Menge von 100 cem. Serum wird ebenfalls aut 


192 com, aufgefiillt. 














A. 
Mileh verd. Lab. Dial. verdiinnt. Serum 
Befund 
CG. CCH. Com. 
2.0 0.2 1 bleibt ungeronnen 
2 () 0.2 ().2 
“7 
() 0.2 0.4 
Lo) 
B. 
Milch verd. Lab. Dial. Filtrat vom Globulin ; 
Befund 
CCM. ccm. CCH. 
0) 0,2 Q,2 geronnen 
2 () ().2 ().-4 > 
() 0.2? 0.6 
2 () (\.2 O.8 . 
d() ().2 1.0 » 
2.0 0.2 2.0, 3,0, 4,0, 6.0 > 





Durch Kochsalzlésung war gleichmiissige Verdiinnung erzielt. 








Ebenso zeigte ein Versuch die Abwesenheit einer labiéhnlichen 
Wirkuneg im Globulinfiltrat. 

Auch durch Siittigung mit Ammonsulfat gefilltes und = mittelst 
Dialyse aufgelistes Albumin iibte selbst in grésseren Mengen keine Ein- 
wirkung auf die Milchgerinnunge aus. 

Hiermit war das Fehlen beider Agentien in der Albumin- 
fraction dargethan, was mit dem Befunde RoOdén’s_ iiberein- 
stimmt, welcher gereinigtes Serumalbumin ohne Wirkung auf 
die Labgerinnung fand. Beide wirksamen Agentien waren 
also in der leichter fiillbaren Fraction zu suchen. Nun finden 
sich aber in dieser Fraction, soviel bisher ersichtlich, drei 
verschiedene Eiweisskorper, die meist den Globulinen  bei- 
seziihlt werden: 

1. das Fibrinoglobulin Hammarsten’s, welches sich 
nach W. Reve!) durch 28° oige Sittigung mit Ammonsulfat 
von den anderen Globulinen trennen. liisst: 

2. ein durch Dialyse ausfiillbares Globulin («Euglobulin ): 

©. ein durch Dialyse nicht fillbares Globulin (« Pseudo- 
globulin»), welches mit dem sub 2. genannten Korper = zu- 
sammen das «Paroglobulin» (Serumeglobulin nach tblichem 
Sprachgebrauch) darstellt. 

Betreffs der an zweiter und = dritter Stelle genannten 
Fractionen, welche bisher nicht mit Sicherheit) auseinander- 
cehalten werden konnten, muss an dieser Stelle folgendes 
bemerkt werden: Bekanntlich scheidet sich bei anhaltender 
Dialvse einer salzhaltigen Globulinl6sung ein Theil als Nieder- 
schlag ab. Schon vor einer Reihe von Jahren hat A. E. 
Burkhardt?) Versuche mitgetheilt, welche ihm eine Ver- 
schiedenheit des durch Dialyse fiillbaren und des in Loésung 
bleibenden Antheils wahrscheinlich machten, doch gelang es 
Hammarsten,*) die erhobenen Einwiinde so zu entkriiften, 


1) Ueber Nachweis und Bestimmung des Fibrinogens. Inaug.-Diss. 
Strassburg. 1898. 


gie des Blutserums. Archiv 
f. exper. Pathol. u. Pharmacol. Bd. 16, 5. 332, 1585. 
3) Ueber die Anwendbarkeit des Magnesiumsulfats. Zeitschr. fiir 


physiol. Chemie, Bd. VIII, S. 467, 1884. 


2) Beitrige zur Chemie und Physiolo 





dass erst in jiingster Zeit Marcus,!) zum Theil auf die Er- 



























scheinung gestiitzt, dass die Antitoxinwirkung des Diphterie- 
heilserums dem bei der Dialyse in Loésung bleibenden An- 
theil anhaftet, auf Burkhardt’s Vorstellung  zuriickgriff 
und sie durch quantitative Versuche zu stiitzen suchte. Eine 


zuverlissige Methode zur Trennung beider Antheile fehlte 
jedoch, 

Bei Gelegenheit von Versuchen, die in ganz anderer 
Richtung unternommen waren, hat der kine von uns (5.) in 
Gemeinschaft mit Herrn cand. med. Bruno Haake ein Ver- 
fahren zur Trennung durch Salzfractionirung aufgefunden. 
| Wiithrend das durch Dialyse leicht fillbare Globulin bei Halb- 

siitligung mit WKaliumacetat ausfillt, bleibt der durch Dialyse 
nicht fillbare, von Mareus als «albuminiihnlich» bezeichnete 
Stoff noch in’ Losung. Ein zweites, bequemeres Verfahren 
eewihrl uns auch hier die Fractionirung mit Ammonsulfat: 
die Fillungsgrenzen des ersten Korpers liegen im Allgemeinen 
zwischen 28 und 33°/oiger, die des anderen bei 84—46° oiger 
Siittigune. Ohne uns auf die chemische Charakterisirung der 
so darstellbaren Eiweissstoffe einzulassen, welche Herr Haake 
erbringen soll, wollen wir nur erwiihnen, dass der albumin- 
fihnliche Stoff in den bisherigen Priparaten  stets etwas 
phosphorhaltig gefunden wurde. Herr Professor Hofmeister 
hat uns vorgeschlagen, den durch Halbsiittigung mit Kalium- 
acetat,  Essigsiiure und Dialyse fiillbaren  Eiweisskorper 
wegen seiner typischen  Globulineigenschaften — anlehnend 
an die Terminologie der Botaniker als «EKuglobulin», den 
durch Dialyse und Halbsiittigung mit Kaliumacetat nicht  fill- 
baren, albuminiihnlichen Korper als «Pseudoglobulin» zu 
bezeichnen. 

Nach Massgabe der angefiihrten Zahlen werden die beiden 
Globulinfractionen aus Pferdeserum hergestellt, die wiederholt 


1) Zeitschr. f. physiol. Chemie, Bd. XXVIID, 8.559, 1899. Vergl. auch 
Seng (hoch und Fliigge’s Zeitschr. fir Hygiene und Infectionskrankh. 
Bd. St, 1899) und Ide u. Lemaire, Archiv. int. de pharmacodynamie. 


Bd. 6, 8. 477, 1899. 











gefiillten und gut abgepressten Niederschliige im 20 fachen 
Gewicht 0,92°/oiger Kochsalzl6sung aufgelést und unter Toluol 
aufbewahrt:!) bemerken moéchten wir hierbei, dass auch ohne 
Zusatz von desinficirenden Mitteln das Pseudoglobulin keine 
spontane Fiulniss zeigte. 

In Betreff der Labwirkung verhielten sich nun die drei 
Fractionen verschieden: wiihrend der Fibrinoglobulinfraction 
keine constanten Wirkungen in der einen oder andern Richtung 
zukamen, erwies sich die Euglobulinfraction meist faihig, Milch 
ihrerseits zum Gerinnen zu bringen, die Pseudoglobulinfraction 
aber zeigte mehr oder weniger ausgesprochene labhemmende 
Wirkung. 

So ist es auch vielleicht verstiindlich, dass RoéOdén die 
labhemmende Wirkung beim «Globulin» vermisste, denn er 
hatte es durch Siiurefiillung dargestellt, wobei vorwiegend 
EKuglobulin ausfillt, wiihrend die labhemmende Pseudoglobulin- 
fraction in Loésung bleibt: in der That fand er im Filtrat von 
seiner Essigsiiurefiillung die Wirksamkeit unbeeintriichtigt. 
Sein Albumin, welches sich unwirksam erwies, hatte er nach 
Ausfiillung des Gesammtglobulins mit Magnesiumsulfat durch 
Essigsiure niedergeschlagen. Die Eigenschaften, welche man 
nach diesen Versuchen der wirksamen Substanz zuschreiben 
muss, Fiallbarkeit durch Magnesiumsulfat und Loslichkeit in 
stark verdiinnter Essigsiiure, finden sich in der That bei dem 
von uns nachgewiesenen Pseudoglobulin wieder. 


III. Ueber die labahnliche Substanz des Blutserums. 

Wenn grossere Mengen der in physiologischer Kochsalz- 
losung gelésten Euglobulinfraction zu Milch gesetzl wurden, 
z. B. d eem. auf 2 cem. Milch, so trat fast regelmiissig 
bisweilen erhielten wir eine unwirksame Euglobulinfraction aus 
dem wirksamen Plasma —- nach einigen Stunden bis Tagen 


Gerinnung ein, z. B. 


1) Dass die geringen anhaftenden Ammonsulfatmengen fiir unsere 
Beobachtungen ausser Acht gelassen werden kénnen, geht aus dem 
Verlauf der mitzutheilenden Untersuchungen sowie aus elgens angestellten 
Kontrollversuchen hervor. 
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Versuch X. 








Kochsalz- Fibrino- : Pseudo- ; 
Milch , Euglobulin , Befund 
j lisung globulin globulin i 
" m. ccm. (nach 20 Stunden 
i cem com. ccm, 
: 
4 
24) 3.0 ae = ne 4 fliissig 
| - 
2) — 3.0 _— 
24) — — 3.0 — ceeballtes Gerinnsel 
24) ls an - | a fliissig 


Beschleunigt wurde auch hier dieser Erfolg durch Zusatz 
; von Chlorcealeium. 


Versuch NI, 


Alle Proben mit 0.5 cem. einer 10° oigen Chlorcalciumlésung versetzt. 








Milel Kochsalz- Fibrino- oe eee ' Pseudo- 
Mile} suglobu na ' 
_— ljsung globulin globulin Befund 
CCM. ecm. 
ccm. ccn. ccm. 
21) 3.0 — | _— —- fliissig 
| 
nach 6 Stunden volu- 
)() _— — 3.0 — a ie - 
minoser Niedersehl. 
9 () — _ | one 3,0 fliissig 


Wir haben behufs Charakterisirung des wirksamen Korpers 
die EKuglobulinfraction verschiedenen tiblichen Eingriffen unter- 
worfen und dabei gefunden, dass die Wirkung durch Erhitzen 
auf 65—70° verloren geht, durch voriibergehendes Ansiiuern 
geschwacht wird, dagegen auffalliger Weise durch entsprechende 
Alkalibehandlung stark zunimmt. 


Versuch XII. 


Je 20 cem. 5°/ciger Euglobulinldsung werden 4 Stunden 
mit 10 cem. 110 Normalschwefelsaéure resp. Natronlauge stehen 
gelassen und alsdann mit dem gleichen Volumen 1/10 Normal- 
lauge resp. -Siure neutralisirt. 








Mit Séure behandeltes Euglobulin. 





= —s 
10' olge 


Euglobulin- Chlor- 











Milch 
7 losung calcium: | Befund 
ata Cee. lisung 
ecm. 
1.0 | D0 0.0 | Nach 2 Stunden wenige feine Flocken 
| >» 32 ; reichliche Coagulation 
1.0 a0 0.5 ; 2 > nichts 
12 reichliche Coagulation 
B. 
Mit Alkali behandeltes Euglobulin. 
10"; size 
Kuglobulin- nS We 
Mileh — Chlor- | 
losung calcium- Befund 
PCH. a o 
. n cem. losung 
cem. 
1.0 5.0 0.0 Nach 2 Stunden feinflockiger reichlicher 
Niederschlag 
1.0 5.0 O05 | Nach 2Stundenabgesetzter, grobflockiger 


reichlicher Niederschlag 


c. 
Die Euglobulinlésung wird ‘je Stunde auf 70° erhitzt, das Filtrat 
zum folgenden Versuch verwandt. 
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10 » ge 





Milch Euglobulin- | Chlor- | 
nee losung | calcium- | Befund 
ecm. “ili lbsung | 
ccm, 
1O | 50 | OO | Nach 12 Stunden nichts 
| | 


1.0 | 5,0 0.5 >» 12 > keine Verinderung 
Um jedes Versehen bei der Neutralisation ausschliessen 
zu kinnen, wurde der Versuch B mehrfach in der Art wieder- 
holt, dass nur 9,9 ccm. 1/10 Normalsiiure zu der mit 10 cem. 
‘10 Normalkalilauge versetzten Euglobulinlésung gesetzt wurden, 
der Erfolg war unverindert; in der chlorcalciumhaltigen Milch- 
Euglobulinmischung traten nach 20 Minuten bereits Flocken 











auf, in der chlorcalciumfreien zur selben Zeit geringe Triibung, 
nach cinigen Stunden ein massiger Niederschlag. 

Mehr beiliiufig sei hier bemerkt, dass bei der Neutralisation 
einer der Siiurewirkung ausgesetzten salzhaltigen Euglobulin- 
ij lOsung sich ein reichlicher feinflockiger Niederschlag nach 

einiger Zeit ausschied, wiihrend das Pseudoglobulin bei gleichem 
Verfahren nur wenig opalescent wurde. 

Dass auch Serum. welches der Alkalibehandlung unter- 
| worfen war, hierdurch ebenfalls in seiner labenden Wirkung 
: verstiirkt wurde, konnten wir uns durch besondere Versuche 
liberzeugen. 

Versuch NIU. 


21) ecm. Serum in derselben Weise behandelt wie Euglobulin in 
Versuch XII. 








ae = Chlor- 
ie ‘ oui a Befund 
ecm 

1) 1.0 ().() 

»() )() 0.0 

2A) 3.0 0.0 In allen Proben. etwa gleichzeitig nach 
24) +.) O10 einigen Stunden, feinflockige Aus- 
2.0 1. OD scheidung. 

)() 2 () (9 

2 {) ».0) Q.9 





Sprechen schon die angefiihrten Thatsachen daftir, dass 
wir es bet dem labiihnlich wirkenden Korper mit) einem 
Ferment zu thun haben, so wird dies durch nachstehende 
Versuche noch wahrscheinticher gemacht. 

Wurde von dem entstandenen Niederschlag abfiltrirt, so 
fiihrte das Filtrat, zu einer neuen Milchprobe gesetzt, neuerding= 
in ganz gleicher Weise Gerinnung herbei. Das wirksame 
Agens wird sonach bei seiner Wirkung anscheinend nicht 
verbraucht, der entstandene Niederschlag stellt auch nicht eine 
Verbindung von Casein mit dem wirksamen Agens dar. Dem- 
entsprechend haben uns auch anderweitige Versuche ergeben, 































dass die Quantitét des ausfallenden Niederschlags, vorausgesetzt 
natirlich, dass man mit ausreichenden Serummengen arbeitete, 
direkt und allein in Proportion steht zur Quantitét der ver- 
wendeten Milch. 

Es konnte ferner gezeigt werden, dass die Gerinnungs- 
wirkung im vorliegenden Fall, wie beim Chymosin, von der 
Mitwirkung der Kalksalze abhiingig ist. 


Versuch XIV. 

100 cem. Milch wurden nach den Angaben von Arthus und 
Pageésl) mit emer kleinen Menge Kaliumoxalat entkalkt und gegen 
destillirtes Wasser dialysirt. die so erhaltene salzfreie Milch mit Lab 
und wechselnden Mengen Euglobulin versetzt. Nach 12 stiindigem Stehen 
wurde zu jeder Probe 0.5 cem. 10° oige Chlorealciumlésung hinzugegeben, 
wonach sich innerhalb von wenigen Minuten, etwa im Verhiiltniss zum 
(‘lobulingehalt der Lésung, feine Flocken ausschieden, wenn auch weder 


so reichlich, noch so fest wie in der Kontrollprobe mit) Chymosin. 








Milch Kochsalz- Befund nach 12 Stunden, 
PONE Lablosung v Kuglobulin ; 
dialysirt) lésung Zusatz von 0.5 com. 10°, iger 

ecm. ccm. : ] 

ecm. ecm. Chiorcalciumloésung 

20 ().2 ad 6.0 0.0) sofortige Ausscheidung 

20) 0.0 6.0 2) feine FlO6ckchen 

2.0 0.0 > 6.0 AA) mehr 

2 () 0.0 6.0 6.0 reichliche 

2() 0.0 6.0) ome nichts 


Kinen noch besseren Erfolg erzielten wir bei der folgenden 
Versuchsanordnung: durch anhaltendes Kochen soll nach den 
verschiedensten Autoren die Mileh ihre Fithigkeit) verlieren, 
durch Lab coagulirt zu werden.?) Dies beruht nach Eugling 
und Soldner’, auf dem Untloslichwerden des Kalkphosphats 
Bildung von Tricalciumphosphat).  Kontrollproben — gleicher 
Zusammensetzung (mit ungekochter Milch) zeigten nach wenigen 
Stunden mit und ohne Chlorealciumzusatz schone Labung, 


1) Arch. de physiol. norm. et path., Bd. 22, 8. 331, [T880. 

2) Eugling. Landwirthschaftliche Versuchsstationen, bd. 431, 
=. 391, 1885. 

3) Ebenda, Bd. 35, S. 351. 18838. 
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wihrend die Proben mit gekochter Mileh und dem Euglobulin 
unverandert waren. Nach Zusatz von 0.5 com. Chlorcaleium- 
losung schied sich alsbald der Kase aus ihnen feinflockig ab.*) 

Aus diesen und spiter mitzutheilenden Versuchen § geht 
hervor, dass man sich den Verlauf der Milchlabung durch 
Kuglobulin im Wesen nicht anders vorzustellen haben wird, 
als denjenigen bei der Labung durch die bisher beschriebenen 
Fermente. Ob dieses labende Agens im = natirlichen Serum 
als Zymogen vorgebildet ist und, wie es den Anschein hat, 
erst, zB. durch Alkaliwirkung, in das Enzym_ tibergeftihrt 
wird, mochten wir nicht entscheiden. Dass man jedoch das 
im = Blute) gefundene Lab vorlaufig nicht mit dem— echten 
Chymosin identificiren darf, geht sowohl aus der etwas anderen 
Beschaffenheit des Gerinnsels hervor, als auch aus der von 
uns ermittelten Thatsache, dass das Chymosin sich gegen 
Salzfiillung ganz anders verhiilt, da es sich erst ber 80—100° 
Siittigung mit Ammonsulfat ausscheidet. 

Das Vorkommen von labiéhniichen Fermenten im Harn 
ist von Holovotscheiner und Helves?), in den Organen des 
Thierkorpers von Halliburton und brodie®) und namentlich 
von A. Edmunds?) studirt worden; dass dem Papayotin und 
dem Pankreassaft Labwirkung zukommt, ist wesentlich durch 
Kiihne®) und Wittmaeck®*®) bekannt. Zur Erginzung sei be- 
merkt, dass wir im Presssatt und im Toluolkochsalzauszug von 
Schweinsnebennieren eine deutliche, durch Chlorcalcium = ver- 
stiirkbare Labwirkung nachweisen konnten. Der labende Stoff 
liess sich auch hier durch 1/3-Sittieung mit Ammonsulfat con- 
centriren. Es muss dahingestellt bleiben, ob es sich um ein 


1, Bemerkt muss werden, dass eine Probe gekochter Milch mit 
reichlichem Papayotinzusatz schnell und typisch gelabt wurde. 

“-) Pfliiger’s Arelnv, Bd. 43, S. 384, 1888. 

3) Journ. of Physiology, Bd. 20, 5. 97, 1896. 

4) Kbenda, Bd. 19, S. 466, 1896. 

>) Verhandl. d. naturhist.-med. Vereins z. Heidelberg. N.F., Bd. 3, 
5. 3, £876. 

() . Milehgerinnungsmittel». Hannoversch. Land- und Forstwirth- 
schaftl Vereinsblatt, IS78. Nr. 33. Citirt nach Maly, Bd. 8, S. 137. 
































ganz constantes Vorkommniss handelt. Herr Dr. Conradi, 
welcher analoge Versuche mit digerirten Rindernebennieren, 
nicht wie wir mit Schweinsnebennieren angestellt hat, fand 
einen deutlich labhemmenden Factor in ihnen: falls es) sich 
um einen constanten Befund handelt, ein  merkwiirdiger 
Gegensatz zu der Wirksamkeit der betreffenden  Blutsera 
(Rodén). 

Kine milchcoagulirende Wirkung von Serum, der Angabe 
Morgenroth’s!) nach von specifischer Natur, hat Bordet?) 
durch subcutane Injection von Milch bei Thieren erzielt: eine 
Discussion der Beziehungen dieses «Coagulins» zu normalem 
Sserumlab wird man bis zum Erscheinen einer angekiindigten 
ausftihrlichen Mittheilung verschieben miissen. 


lV. 

Die labhemmende Wirkung der Pseudoglobulinfraction. 

Wie oben erwiihnt, gelang es, durch Salzfractionirung 
die Jabhemmende Wirkung an eine einzige Fraction, die- 
jenige des Pseudoglobulins zu binden. Doch war die Wir- 
kung der so erhaltenen L6sungen stets eine schwiichere, als 
erwartet werden konnte, zumal im = Hinblick auf die Weg- 
schaffing des antagonistisch wirkenden labihnlichen Fermentes. 

beztiglich der Eigenschaften des « Antilabs» haben wir, 
wie zum Theil schon R6dén und Morgenroth, gefunden, dass 
das Serum, zumal beim Stehen in der Wiirme, seine labungs- 
hemmenden Eigenschaften nach und nach verliert. Die reine 
Pseudoglobulinl6sung allerdings liisst) sich wochenlang ohne 
Veriinderung aufbewahren, was von dem Lab der Euglobulin- 
fraction nicht gesagt werden kann. Durch vortibergehendes 
Verweilen unter Alkali oder Siiure biisst sie zum Theil ihre 
Wirksamkeit ein. Sie vertriigt Erhitzen unterhalb 70°, sowie 
Dialyse und passirt das Chamberland-Filter. 

Durch Zusatz geringer Mengen Chlorcalcium wird die 
Wirksamkeit des « Antilabs» aufgehoben, ein auffallendes Ver- 


1} cf. Ehrlich l. c. S. 439. 


2) Arch. de TInst. Pasteur. Bd. 13, $ 














halten, welches die Vermuthung berechtigt erscheinen liess, 
dass die labhemmende Wirkung modglicher Weise auf einer 
Calciumentziehung beruht. 


Versuch XV. 





Milch | 





Pseudoglobulinlésung cem. Lab. Befund 
ccm. | 
10 ‘erhitzt auf 70°. ...) 50 0.1 nach 12 St. keine Gerinnung. 
10 jdiffundirt ......); 8,0 O01 | » 12 » > > 
1O ©6odurchChamberland-. 5,0 0.1 2 12 
Kerze filtrirt..... | 
10 nach Alkaheinwirkung. 3,0 0.1 >» 12 
1.0 nach Siureeinwirkung 5.0 O11 | 12 


Wie wir durch Hammarsten wissen, verliuft der Process 
der Kiisegerinnung in zwei Phasen, niimlich der) Paracasein- 
bildung und der Paracaseincalciumfiillung. Sehr scharf haben 
auch Arthus und Pages?) diesen Unterschied gefasst. 

Ber niederer Temperatur (Xtihlung in Eiswasser) fillt eine 
Paracaseinlosung nicht mehr durch CaCl, Die Wichtigkeit 
dieser Beobachtung fiir jede Aufstellung eines gesetzmiissigen 
Kinflusses der Temperatur auf die Wirkungsgeschwindigkeil 
des Ferments ist augenscheinlich. 

Auch diirfte sie geeignet sein, in ungezwungener Weise 
die interessante Angabe Morgenroth’s?) tiber ein eigenthtim- 
liches « Verhalten des Labenzyms zur Milch»  zu_ erkliren, 
wonach Mileh, welche bei O° mit Lab gestanden hat und 
fiusserlich keine Veriinderung erkennen liisst, beim Erwiirmen 
augenblicklich coagulirt. 

Ks ergab sich mithin die Frage, ob das Antilab schon 
der ersten Phase entgegenwirke oder erst der zweiten. Man 
hat zur Entscheidung nur nothig, eine und dieselbe Milch- 


Lab-Pseudoglobulinmischung einmal mit und daneben ohne 
1 Arthus und Pagés, Archives de Physiologie. 5° séne, T. Tl, 
np. 350. LSO0, 


2) J. Morgenroth. Archives internationales de Pharmacodynamie 


Vol. VII, p. 265, 1900. 





























Chlorealcium anzusetzen und gleichzeitig oder kurz nach der 
Abscheidung des Kiases in der ersten Probe, der zweiten 
Chlorcalcium zuzufiigen; eine unmittelbar folgende Kiiseaus- 
scheidung musste die durch Lab erfolgte Bildung von Para- 
casein auch bei Anwesenheit von Antilab anzeigen. Bei wieder- 
holten Versuchen konnte Letzteres in der That immer wieder 
constatirt werden. 

Versuch XVI. 

A. 





Chloreal- 


(ivnarase-1) 
clumloésg. 





Milch losune Serum 9 Befund 
; 5 (10 0) 
cem. cem. ccm. cem. 
2.0 O1 0.1 OD Nach 20 Minuten Labuneg. 
{0,2 resp.0,3 | 
2.0 O.1 a O.5 > 20 
\— 05 Jf 
b. 
2,\) 0.1 O.1 resp. 0,2 : nach einer Stunde ungeron- 
. nen, dann auf Zusatz von 
Od | - : 
0.5 cem. Chlorealcium- 
losung fast momen- 
tane Kiisebildung. 
e, 





Pseudo- | Chloreal- 


(‘yvnarase- OE te : 
elobulin- | ciumloésg. 





Milch — ss Befund 
losung losung (10° 0 P 
com. cem. ccm. ccm. 
2.0 | 0.1 3,0 1 5 Nach 20 Minuten lockeres Ge- 
| rinnsel. 
2.0 0.1 3,0 — Keine Gerinnung, nach einer 


Stunde Chlorcaleiumzu- 
satz. fast momentane 
Kiasebildung. 

Die andere Paracaseinreaction, Fillbarkeit durch Kochen, 
liel ebenfalls positiv aus. In genau der beschriebenen Weise 
verliefen zahlreiche Versuche, die mit Chymosin, resp. Papayotin 
oder Euglobulin an Stelle der Cynarase angesetzt wurden. Wir 


'; Fir die freundliche Ueberlassung einer Quantitiit Cynarase 
sagen wir den Herren Geh.-Rath Prof. Dr. P. Ehrlich und Dr. J. Morgen- 
roth unsern besten Dank. 
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verzichten auf die Beifiigung besonderer Protokolle: stets zeigte. 
a) a) © ; 


wenn in diesen Fiillen auf Zusatz von Antilab die Gerinnung 


ausgeblieben war, die auf nachtriiglichen Chlorcalciumzusatz 
eintretende Fallung, dass trotz Anwesenheit des Antilabs Bil- 


dung von Paracasein erfolgt war. 

Mit dieser Auffassung steht anscheinend der Befund 
Roden’s in Widerspruch, dass Lab und Serum sich (wenigstens 
annihernd) nach bestimmten Proportionen neutralisiren, sodass 
weiterer Labzusatz zu eimem nicht mehr labenden Gemenge 
Gerinnungen hervorruft. Durch besondere Versuche tiberzeugten 
wir uns, und zwar unter Zusatz einer erheblichen Menge Serums, 
von der vollkommenen Richtigkeit dieser Angaben sowohl fiir 
das Chymosin wie fiir das Papayotin. Wir geben das Protokoll 


des letzteren Versuchs: 


Versuch XVII. 





Papayo- 





Milch | Serum | tinlésune Befund 
CCl CC, CCH. 
1 1,0 0.2 nach 2 Stunden geringe Ausscheidung. 
10 1.0 0.5 » 2 etwas mehr 
1.0) 10) OD » 2 > stiirkere _ aber 


| noch unvollstiindig. 

Fir unsere Versuche kénnen wir freilich eine Erklirung 
dieser Ausnahme geben, es erwiesen sich niimlich die verwen- 
deten Losungen yon kiiuflichen Labpulvern als kalkhaltig. 

Wenn unsere Vermuthung itiber das Zustandekommen 
der Antilabwirkung richtig ist, so muss ein bestimmtes Volumen 
ausreichen, das Calcium eines bestimmten Volumens Milch zu 
binden und so die Kiisebildung zu verhindern, wiihrend bet 
weiterem Milchzusatz die von diesem mitgebrachte Calcium- 
menge die Paracaseinausscheidung ermoglichen miisste. In der 
That ergab der Versuch, dass durch ein und dieselbe Serum- 
Labmischung kleinere Milchmengen nur zu diirftiger Flocken- 
ausscheidung gebracht wurden (die nach Chlorcalciumzusatz 
viel reichlicher wurden), wiihrend vielmals gréssere Milch- 
mengen, fiir die man eher an eine Insufficienz der Labmengen 
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hiitte denken kénnen, vollstiindig gerannen. In ganz derselben 
Weise liess sich auch das vom Serum in Losung gehaltene 
Paracasein durch Zusatz eines weiteren Milchquantums — ab- 








scheiden, 
Versuch AVUIEL 
| 
Milch | Serum Lab Betund 
CCHr. |} cem. Cem. 
32 |. Op QO | nach 2 Stunden Gerinnung angedeutet. 
20 | 05 OD 2 keine Veriinderung. 
3.0 | Q.5 OD , 2 Klocken. 
+.) O.5 0.5 > 2 Flocken, 
10.0 | O.D OD z klumpiges Gerinnsel. 


Es bleibt naturgemiiss die Frage zu erledigen, ob die 
labhemmende Wirkung dem Pseudoglobulin selbst oder einem 
heigemengten, vielleicht fermentartigen Stoffe zukomunt. 

Trotz der ZerstOrbarkeit des wirksamen Stoffes durch 
hohe Temperatur scheint uns die Annahme eines Fermentes 
nicht geboten, da eine ihnliche Hemmung der Labgerinnung 
durch calciumentziehende, nicht fermentartige Stoffe hinreichend 
bekannt ist, Veriéinderlichkeit durch Hitze aber auch bet nicht 
fermentartigen Stoffen vorkommt. 

Fiir die Annahme, dass es das Pseudoglobulin selbst. ist, 
welches kalkentziehend und damit labhemmend wirkt, liisst 
sich Einiges anfiihren: 

Das Pseudoglobulin coagulirt bei 683—72°. Nun ist das 
gerade jene Temperatur, bei welcher nach R6dén das Serum 
seine labhemmende Wirkung verliert: ferner besitzt das Pseudo- 
globulin die Fiahigkeit, Kalk zu binden und ziihe festzuhalten. 
bei der Darstellung aus Plasma mit Kaliumacetat wird es mit 
einem merklichen Calciumgehalt gewonnen: dabei scheint das 
Calcium an Phosphorsiiure im Molekiile gebunden zu sein, 
wenigstens gelang es, durch verdiinnte Alkalien aus den Pseudo- 
globulinl6sungen Calciumphosphat abzuscheiden. (Es ist somit 
moglich gewesen, zu zeigen, dass das geloste Calciumphosphat 
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des Blutes, wie Kiihne!) und Fokker?) angenommen resp. 
wahrscheinlich gemacht haben, an einen bestimmten Eiweiss- 
korper gekniipft ist.) Bei der Ammonsulfatfractionirung wurde 
der Korper kalkarm resp. kalkfrei erhalten. 

Indessen begegnet der Versuch, die Pseudoglobulinwirkung 
in Analogie mit derjenigen des Oxalats zu setzen, einer ge- 
Wissen Schwierigkeit, insofern als dieses und, wie man an- 
nimmt, auch die anderen kalkanziehenden Stoffe, wie Fluor- 
natrium, Seifen und degl., das Calcium als unlésliche Verbin- 
dung aus der I lissigkeit’ entfernen, wihrend die vermuthete 
Pseudoglobulinkalkverbindung in Lésung bleibt. Doch scheint 
sich auch hierfiir eine Analogie darzubieten in dem Verhalten 
des Peptons und der Citrate. 

Die labhemmende Wirkung des Peptons wurde = zuerst 
beschrieben von Gley#) und von Edmunds?) und in der Folge 
mehriach bestiitigt. 

Diese Wirkung findet nicht statt, wenn von vornherein 
ein Veberschuss an loslichen Kalksalzen vorhanden ist. Trotz- 
dem vlaubt Locke®) nicht an eine Betheiligung des Kalks bei 
der Peptonwirkung aus dem Grunde, weil dieses mit) Kalk- 
salzen nicht ausfillt, 

In fihnlicher Weise glaubte A. Edmunds®) den Gedanken 
an cine Kalkbindung durch Pepton widerlegen zu konnen, mil 
dem Hinweise auf die Unlo6slichkeit des Kisegerinnsels in 
Peptonlosungen und die Loslichkeit desselben in Oxalat. 
gegen beide Griinde einige Bedenken 
anfiihren: Auch das Kalkeitrat bleibt lange Zeit (selbst wochen- 
lang) in Losung und kann trotzdem zur Kiisebildung nicht 
dienen. Andererseits kann offenbar aus der Loslichkeit des 


Doch lassen sich 


Kiises in einem Stoffe nichts tiber den Einfluss desselben aul 
die Kiisebildung ohne Weiteres geschlossen werden. 
Indessen gelangten auch wir zu der Annahme, dass die 


nm 
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1! Lehrbuch der physiologischen Chemie, Berlin 1868, 5. 184. 
2) Pfliiger’s Archiv., Bd. 7, 5. 274, 1873. 

3, Compt. rend. d. 1. soe. d. biol, 1896, 5. 591. 

Journ. of Physiol., Bd. XIX, S. 474, 1896. 

5) Journ. of exp. Medizine, Bd. 2, Nr. 5, S. 493, 1897. 

6) Journ. of Physiology, Bd. 19, 5. 460, 1896. 


— 




































— 153 — 


Wirkung des Peptons nicht das Calcium betrifft und zwar 
auf Grund folgender Beobachtung: In der nicht gerinnenden, 
mit Lab versetzten Milchpeptonmischung kann durch Calcium- 
chlorid kein Paracasein nachgewiesen werden. 

Dagegen liisst sich zwischen Pseudoglobulin und Citrat 
eine Analogie erkennen; wie man allgemein die Existenz eines 
Calciumcitrats in der Losung zugibt, dessen Calcium-Jonen 
fiir die Paracaseinfiillung nicht mehr herangezogen werden, 
so mochten wir eine Pseudoglobulincalciumverbindung von 
ihnlichem Charakter annehmen. Wir konnten dies niiher be- 
legen, indem wir phosphorsaures oder kohlensaures Natron 
zu Pseudoglobulincalcium § setzten. Dabei trat kein Nieder- 
schlag von Kalksalz auf. Dass nicht, wie wir Anfangs  ver- 
mutheten, die colloidale Natur des gelOsten Stofles an der be- 
hinderung der Reaction schuld ist, liisst sich, ausser durch 
die unten folgenden Oxalatversuche, in der Art zeigen, dass 
in entsprechenden und sogar concentrirteren LOsungen des 
Kuglobulins die Ausfillung des Kalks als Carbonat u. s. w. 
mit Leichtigkeit stattfindet. 

Genau die gleichen Verhiiltnisse wie beim Pseudoglobulin 
fanden wir bei der Citronensiiure vor, so dass in dieser Hin- 
sicht eine vollkommene Aehnlichkeit) zwischen beiden Stoffen 
besteht. Dagegen scheint die Anwesenheit von Pepton im 
Losungsmittel fiir die Kalkfiillung ganz gleichgiiltig zu sein, 
sodass die Einwirkung des Peptons auf die Labgerinnung, 
wie auch schon oben nachgewiesen wurde, derjenigen des 
Pseudoglobulins und der Citrate sich nicht anschliesst. Ferner 
wurde gefunden, dass Milch nach Beimischung eines gleichen 
Volumens  gesiittigter, neutralisirter Wittepeptonlosung beim 
Kochen gerinnt. Ein solehes Gemenge wird durch CaCl, 
nicht gefallt; auch Paracasein verliert durch das Stehen mit 
Peptonlésung seine Fillbarkeit durch Kalksalz. Aus all diesem 
geht hervor, dass durch das Verweilen unter Pepton mit dem 
Casein der Milch eine leichte Veriinderung vorgeht, welche 
mit der gewoOhnlichen Paracaseinbildung nicht identisch ist. 

Weiter sind wir auf diese Frage nicht eingegangen, nur liess sich 
zeigen, dass reine Heteroalbumose auch in gesiittigter Loésung die 
Labgerinnung nicht beeinflusst. 
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Ganz in Uebereinstimmung mit dem bisher Ausgetiilrten 
liisst sich aus einer ParacaseinlOsung der Kiise vermittelst 
einer Losung von CaCl, z. B. in Pepton sehr leicht nieder- 
schlagen. Dagegen fiillt das Kalksalz bei Gegenwart eines 
Ueberschusses von Pseudoglobulin kein Paracasein aus. 

Die oben angedeutete Analogie mit) der Citratwirkung 
legte einen Versuch tiber die Wirkung des Pseudoglobulins 
auf die Blutgerinnung nahe. 

Kinem Kaninchen wurde Blut aus der Carotis entnommen. Sechs 
Proben zu je -t cem. wurden aufgestellt und drei davon init 5 cem. 
physiologischer Kochsalzlésung versetzt, die drei andern mt 3) cem. 
dD” oiger Pseudoglobulinlosung. 

Die Kontrollproben gerannen nach 29, 33 und 3¢ Minuten zu einem 
typischen, festen) Fibringerinnsel. Von den Proben mit Pseadoglobulin 
zeigten zwei eine deutliche Verzogerung in dem Auftreten der Gerinnung; 
die eine war nach - Stunde, die zweite nach 3! Stunden noch ungeronnen, 

In beiden Proben, welche ein Gerinnsel enthielten, war dieses 
nicht von der gewoOhnlichen Beschaffenheit. sondern stellte cine ver- 
schiebliche, gelatinés-sulzige Masse dar. 

In einer ungeronnenen Probe cgelang es uns, durch Zusatz einer 
Spur von CaCl, Gibnlich wie nach Oxalatbehandlung des Fibrinogens 
eine typische feste Gerinnung einzuleiten. Wiederholung beider Versuche 
heferte ganz gleiche Resultate. 

Hiernach ist anzunehmen, dass das Pseudoglobulin ent- 
sprechend seer Fiihigkeit, Kalk gel6st zu halten, auch eine 
hemmende Wirkune auf die Blutgerinnung ausiibt. Dem 
Serum wohlnt also nicht nur eine -antilabende» Wirkung inne, 
sondern auch eine —antithrombische ». 


Letztere hat bereits Pekelharing') gesehen und zwar ebenfalls. 
wie wir es ausdriicken wiirden, in der Pseudoglobulinfraction. Auch er 
fand, dass Fibrinogen, in eine anhaltend dialysirte Serumglobulinl6sung 
vebracht, nicht zu Fibrin wird, ausser wenn das Globulin mit einem 
Kalksalz digerirt war. Doch kénnen wir seiner Deutung, dass aus Glo- 
bulin und Kalk Fibrinferment werde, nicht beitreten. 

Auch hier verhiilt sich das Gasein wie das Pseudoglobulin und 
erhilt frisch aus der Ader gelassenes Blut fltissig. Das zur 
Verwendung kommende Casein wurde ohne Siiurezusatz durch Aussalzung 
mit Ammonsulfat aus Milch gewonnen, durch Umillen gereinigt, abge- 


presst und in viet Wasser gelést. 


1) Mededeel. d. Kon. Akad. van Wetenskap. Afd. Natuurk. Derde 


Reeks. Ode Deel 1 Stuk IS9L. S. 
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Vielleicht darf man im Zusammenhang hiermit an die 
von Arthus und Pagés gefundene Thatsache erinnern, dass 
Anwesenheit oder Hinzufiigung von Casein das Austallen des 
sebildeten Paracaseins hintanhiilt. 

Wie also das Blut eine labhemmende Wirkung ausiibt, 
so kann ein Bestandtheil der Milch die Blutgerinnung auftheben. 

Die eigenthtimliche Einwirkung des Pseudoglo- 
bulins auf die Labgerinnung, seine Funetion als nor- 
males «Antilab>» médchten wir demnach zuriickfiihren 
auf das specifische Verhalten des Eiweisskorpers zu 
Calciumsalzen, mit denen derselbe eine Verbindung 
eingeht. welche zwar in Wasser loslich, aber relativ 
wenig dissociirt ist. Dass sie immerhin§ dissociirt sein 
muss, geht aus ihrer Reactionstfihigkeit gegen Oxalat hervor: 
denn aus solchen Losungen von Pseudoglobulinealeium resp. 
citronensaurem Calcium, die mit Phosphaten und Carbonaten 


nicht reagiren, liisst sich das Calcium-Jon (Ca) mit oxalsaurem 
Salz abscheiden. 

Aehnliches gilt auch fiir das Caseincalcium. 

Ohne die vorhandenen physikalisch-chemischen Analogien 
anfiihren zu wollen, in denen eine iihnliche Scala der Affini- 
tiiten zu Tage tritt (als eine von der Aciditiét, wie es scheint, 
unabhiingige steigende Selection bestimmter Siiuren fiir die 
Bindung des Calciums oder einer anderen Base; mochten wir 
nur auf eine physiologisch-chemische Analogie  hinweisen, 
welche wir wiederum O. Hammarsten und seinem Schiiler 
Lundberg!) verdanken. Dieselben haben niimlich gezeigt, 
dass bei Neutralisation einer kalkhaltigen CaseinlOsung mit 
Phosphorsiiure oder Kohlensiiure eine mit Lab gerinnende 
Fliissigkeit erhalten werden kann. Wurde jedoch zur Neu- 
tralisation Oxalsiiure verwendet, so blieb die Gerinnung aus. 
Ks ist also nicht die Wasserléslichkeit des mit Casein zu- 
sammengebrachten Calciumsalzes, sondern die Natur der 
Bindung der fiir die Kiisebildung wesentliche Factor. 

1) Upsala Liikare fOrenings forhandlingar, Bd. 11, S. 343. Bin 
Referat von Hammarsten siehe Maly's Jahresbericht, Bd. VIS. | 








Ueber den Phosphor der Nucleinstoffe. 


V on 
Alberto Ascoli. 


Aus dem physiologischen Institut der Universitat Marburg.) 


Der Redaction zugegangen am 21. Oktober 1900.) 


ln emer friiheren Abhandlung habe ich erwiesen, dass 
die Plasminsiiure >, ein von A. Kossel aus der Hefe dar- 
gestelltes phosphorreiches Produkt, sich aus verschiedenen 
Bestandtheilen zusammensetzt, unter denen Hefenucleinsiiure 
und Metaphosphorsiure nachgewliesen werden kénnen. Dieses 
Ergebniss legt den Gedanken nahe, die Bindungsweise des 
Phosphors in den Nucleinsiiuren mit den von mir benutzten 
Methoden einer erneuten Untersuchung zu unterwerfen, um 
festzustellen, ob nicht auch hier die Metaphosphorsaure nach- 
welsbur ist. Diese Frage musste sich nach meinen Unter- 
suchungen um so mehr aufdriingen, da bekanntlich die Ver- 
muthung, dass die Nucleinstoffe als Metaphosphorsaure-Derivate 
aufzunelimen seien, in der Litteratur bereits eine gewisse Rolle ?) 
gespielt hat. 

Ich habe bei meinen Untersuchungen folgenden Plan 
vertolgt : 


Siehe hieriiber Liebermann, Pfliiger’s Archiv, Bd. 43 u. 47; 
Ber. d. deutschen chemischen Gesellschaft, Bd. 21; Centralbl. f. d. mediz. 
Wissenschaften 1889; Pohl, Diese Zeitschrift, Bd. XIII; Malfatti, Diese 
Zeitschrift, Bd. XVI u. XVIL; Altmann, Arch. f. Anat. u. Physiol., Physiol. 
Abtheilung 1889: Kossel, Arch. f. Anat. u. Physiol., Physiol. Abtheilung 
1843: Salkowski u. Hahn. Pfliiger’s Archiv, Bd. 59; Giertz, Diese 
Zeitschrift, Bd. XXVIII 














Nuclein 


substanz wird mit kalten concentrirten Laugen gespalten: 


Das oder das Paranuclein resp. seine Mutter- 
diese Zersetzung ist so weitgehend, dass die phosphorhaltige 
Gruppe abgespalten wird und in der Fliissigkeit sogar Ortho- 
phosphorsiiure nachzuweisen ist: entsteht nun bei der Spaltung 
eine Metaphosphorsiiture — und sie wird dann abgespalten 
werden, wenn sie in dem Molekiil der Muttersubstanz vorhanden 
war —, dann muss sie, zumal die Umwandlungsgeschwindigkeit 
der Metaphosphorsiiure durch kalte Laugen keineswegs_ eine 
rapide ist,4) nach der Methode, welche sich bei der Hefe so 
gut bewihrt hat, auch nachgewiesen werden kéOnnen. Der 
Gang der Untersuchung ist demnach folgender: es wird das 
Nuclein resp. das Paranuclein durch Kinwirkung einer concen- 
trirten (2O0—30°%/oigen) Natronlauge 15—30 Minuten lang ge- 
spalten: hierauf wird die Losung mit Wasser verdtinnt und 
mit so viel Eisenchlorid gefiillt, dass die Fliissigkeit zu einem 
nicht allzu dicken, aber doch gut filtrirbaren Bret wird: dieser 
wird durch Spitzbeutel filtrirt und in dem Filtrate durch Fallen 
mit salzsaurem Alkohol und weitere Behandlung, wie bei der 
Darstellung der Plasminsiiure, nach der Anwesenheit eines 
solchen Complexes gefahndet. Es muss natiirlich die Menge 
des in Anwendung kommenden Ausgangsmateriales eine grosse 
sein, da ja die Ausbeute nach meinen Erfahrungen tber die 
Plasminsiiure keine reichliche ist: und es muss die Menge 
eine um so gréssere sein, je phosphoriirmer das Ausgangs- 
material, 

Meine Untersuchungen erstreckten sich bis jetzt nur aut 
je ein Glied der beiden zu studirenden Klassen: und zwar 
habe ich von den echten Nucleinen das Leukonuclein, von den 
Nucleoalbuminen, den Muttersubstanzen der Paranucleine, das 
Casein in der oben Leschriebenen Wetse behandelt: vom 
Leukonuclein’ kamen bei seinem Phosphorgehalte von etwa 
9% 590 ¢ zur Verarbeitung, wihrend von dem phosphorarmen 
Casein cinmal 2 kg, das andere Mal 500 ¢ verarbeitet wurden. 


1} Paul Sabatier. Sur la vitesse de transformation de lLacide 


meétaphosphorique, Annales de Chimie et Physique, VIS. T. 18, LSS89 
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I. Untersuchung des Leukonucleins. 

390 ¢ Leukonuclein, welches mir Herr Professor Kossel] 
freundlichst zur Verfiigung stellte, wurden in 1 Liter Wasser 
aufgeschwemmt und durch allméhlichen Zusatz von 2 Litern 
einer #)°oilgen Losung von Aetznatron unter kraftigem Um- 
rihren zur Losung gebracht: nach etwa 15 Minuten wurde 
die Fliissigkeit mit 3 Liter Wasser verdiinnt, mit circa 2 Liter 
einer 48° o1gen Eisénchloridl6sung versetzt und der entstandene 
Brer auf Spitzbeutel gebracht. Das klare hellgelbe  Filtrat. 
welches etwa 4 Liter betrug, wurde mit dem anderthalbfachen 
Volumen emer Misechung von concentrirter Salzsiure und 
SD’ oigem Alkohol geefallt: die Salzsiituremenge war durch 
Titration einer Portion des Filtrates ermittelt und gentigte eben, 
im die alkalische Reaction des Filtrates in’ eine) schwach 
saure umzuwandeln. Nachdem sich der entstandene Nieder- 
schlag abgesetzt hatte, wurde die dartiberstehende Fliissigkeit 
abeehebert, der Niederschlag auf einem Faltenfilter gesammelt 
und durch systematische Behandlung mit Alkohol und Aether 
vetrocknet. Die so gewonnene Substanz woe trocken 45 g. 
Sie wurde mehrmals mit Wasser extrahirt und die filtrirten 
Extracte durch salzsauren Alkohol gefillt. Die Ausbeute an 
diesem Produkt) betrug etwas tiber 3 g@: die Substanz war 
loslich in Wasser, die wiisserige LoOsung reagirte sauer und 
die Analyse charakterisirte sie als eine Nucleinsiure mit 


O.1968 ¢. derselben ber 90° getrocknet, mit Soda und Salpete: 
verascht gaben nach der Molybdiinmethode 0.06709 g Mg,P,0.. 

Ks war nicht modglich, auf den bet der Plasminsiure- 
sewinnung zur Anwendung gekommenen Wegen daraus ein 
phosphorreicheres Priiparat zu gewinnen. Etwa 2 g@ dieser 
Nucleinsiiure in Wasser gelést und mit NH, neutralisirt wurden 
mit tiberschiissiger Strychninchloridlésung versetzt: es entstand, 
genau so wie bet anderen von mir untersuchten Nu- 
cleinsiuren, nur eine geringe milehige Triibung, die sich 
in Kisktihlung als klebriger Wand- und Bodenbesatz ausschied, 
der auf keine Weise zur Krystallisation gebracht werden kann. 
Der fiir die Plasminsiiure so charakteristische Atomcomplex, 
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der bei derselben Behandlung so leicht und schon_ krystalli- 


sirte, war also nicht vorhanden. Es enthielt mithin das 
Leukonuclein keinen in Form von Metaphosphorsiéure 
gebundenen Phosphor. 


II. Untersuchung des Caseins. 
2 k 
bezogen; wurden mit 3 Liter 30° /ciger Natronlauge versetzt, 


e Caseinum siccum des Handels (von Dr. Griibler 
wodurch die gut durchgeknetete Masse zum Quellen gebracht 
wurde: nach etwa '/4 Stunde wurde die Gallerte mit 4!/2 Liter 
Wasser verdiinnt und wiederum gut durchgeknetet, sodass sie 
sich zum grdsseren Theile loste, hierauf das Ganze mit etwa 
2 Liter 48° oiger Eisenchloridlésung gefallt und der entstandene 
bret auf Spitzbeutel gebracht. Am = niichsten Morgen wurde 
das dickfliissige klare Filtrat mit dem gleichen Volumen einer 
Mischung von concentrirter Salzsiiure und 90° oigem Alkohol 
sefallt, nachdem die noéthige Salzsiiuremenge in iiblicher Weise 
durch Titration einer Portion bestimmt worden war. Der ent- 
standene Niederschlag war phosphorhaltig, aber es gelang nicht, 
daraus durch eine verdiinnte (O,8°)o ige) Salzsiiure einen durch 
salzsauren Alkohol faillbaren, also der Plasminsiiure analogen 
Korper zu gewinnen; noch gaben die neutralisirten Extracte 
einen Niederschlag mit Strychninchlorid, 

Um die durch die Bildung von Alkalialbuminat entstehende 
Quellung des Caseins zu verhindern, stellte ich mit dem Casein 
noch einen zweiten Versuch an, wobet ich folgenden Weg 
einschlug: 500 g des obigen Caseins wurden einer Verdauung 
mit 2500 ccm. Pepsinsalzsiurel6sung im brutschrank so lange 
unterworfen, bis beim Versetzen einer Probe der Verdauungs- 
fliissigkeit mit starker Natronlauge keine Gallertbildung mehr 
stattfand. Als dies eingetreten, wurde die Verdauungstliissig- 
keit mit 2 Litern einer 45°/oigen Natronlauge versetzt, sodass 
die Mischung einen Gehalt von 20° 0 an Aetznatron aufwies: 
es bildete sich keine Gallerte. Nach etwa ‘/2 Stunde wurde 
die Losung mit 4 Liter Wasser verdiinnt und mit ca. 2 Liter 
einer 48°/oigen EisenchloridlOsung versetzt, der entstandene 
Brei auf Spitzbeutel gebracht. Das klare gelbliche Filtrat gab 
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keinen Niederschlag mit salzsaurem Alkohol, sodass die Ab- 
wesenheit des  gesuchten Complexes ebenso wie in dem 
vorigen Versuche bewiesen war. 

Aus meinen bisherigen Untersuchungen ergibt sich also, 
dass weder aus dem Leukonuclein noch aus dem Casein ein 
zur Gruppe der Metaphosphorséuren gehoriger Atomcomplex 
entsteht, wie er aus der Hefezelle zu gewinnen ist. Das 
Paranuclein aus Casein kann also schon deshalb nicht 
als eine Verbindung von Eiweiss mit Metaphosphor- 
siiure angesehen werden, weil es tiberhaupt keine 
Metaphosphorsdure enthalt; und dasselbe gilt fiir das 
Leukonuclein. Andererseits ist es aber nicht gestattet, die 
bis jetzt gewonnenen Resultate zu verallgemeimern und auf alle 
Nucleinstoffe auszudehnen. Wir sind néimlich im = Laufe des 
letzten Jahrzehntes so gewaltige Unterschiede im Baue= der 
Nucleine gewiirtig geworden, dass wir keineswegs berechtigt sind, 
die Bindungsweise des Phosphors in den Nucleinsiuren im Vor- 
hinein als eme gleichartige anzusehen: und auch fiir die Para- 
nucleine sind schon grundlegende Verschiedenheiten aufgefunden 
worden, wie das Vorkommen einer Kohlenhydratgruppe in den 
einen!), die den andern fehlt, sodass wir uns auch bei diesen 
vor einer Verallgemeimerung unserer Ergebnisse hiiten miissen. 

Ks sind also zur L6sung der uns vorgelegten Frage 
weitere Untersuchungen nothwendig, die sich auf die ver- 
schiedenartigsten Nucleine und Paranucleine erstrecken sollen. 
Die Schwierigkeiten, welche die unumgiingliche Beschaflung 
grosserer Mengen Ausgangsmaterial bieten wird, werden hoffent- 
lich keme uniiberwindlichen sein. Es wird weiterhin geboten 
sein, sich tiber das Vorkommen des in der Hefezelle nach- 
gewlesenen cigenthtimlichen, zu den Metaphosphorsiiuren ge- 
horigen Complexes, auch in’ thierischen Zellen zu orientiren. 
Beides soll weiteren Untersuchungen vorbehalten bleiben. 


1) Walter, Zur Kenntniss des Iechthulins und seiner Spaltungs- 
produkte, Diese Zeitschrift, Bd. XV, S. 4 


i7: siehe auch Hammarsten, 
Archiv f. d. ves. Physiologie, Bd. BBLS. 440. 














Ueber ein neues Spaltungsprodukt des Hefenucleins. 
Von 
Alberto Ascoli. 


(Aus dem physiologischen Institut in Marburg.) 


(Der Redaction zugegangen am 2, October 1900 


Das Thymin, von A. Kossel und A. Neumann,?) unter 
den Spaltungsprodukten der Thymusnucleinsiiure aufgefunden, 
wurde von denselben auch aus Milznucleinsiiure, von Miescher 
aus Lachssperma, von Kossel aus Storsperma, von Gulewitsch 
aus Heringstestikeln gewonnen. Aus der Hefenucleinsiiure 
wurde zwar von A. Kossel und A. Neumann?) eine Substanz 
isolirt, welche in ihren Reactionen mit dem Thymin_ iiberein- 
stimmte, doch reichte die erhaltene Menge zu einer Analyse 
nicht aus, 

Im verflossenen Frithjahr nahm ich nun, einer Anregung 
des Herrn Professor Kossel folgend, die Frage, ob aus Hefe- 
nuclein Thymin abzuspalten sei, wieder auf. In der Zwischen- 
zeit ist niimlich durch die von Jones ausgearbeitete Methode *) 
die Gewinnung des Thymins wesentlich erleichtert) worden; 
und auch mir gelang es unschwer, aus Thymusnuclein, nach 
einer sich im Wesentlichen mit der Jones schen deckenden 
Methode*) gréssere Mengen ganz reinen Thymins darzustellen, 


1) Berl. Ber... Bd. XXVI, S. 27534. 
2) A. Kosselund A. Neumann, Ber. d. deutsch. ch. Ges., Bd. XXVIII, 
S. 2217, sowie Sitzungsberichte der kgl. preuss. Akad. der Wiss. zu Berlin 


3) Walter Jones, Ueber die Darstellung des Thymins. Diese 
Zeitschrift, Bd. XXIX, 8. 461. 

4) Mein Verfahren wich von dem Jones’schen nur insofern ab, 
als ich zum Ansiéuren der durch Baryumhydroxyd alkalischen Fliissigkeit 
statt Salpetersiiure Schwefelsiure anwendete und weiterhin die von thm 
als Bound C bezeichneten Niederschlige vereint verarbeitete. Auf je 
200) ¢ Nuclein kamen zur Spaltung 1 Liter 20 volumprocentiger Schwefelsiure. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XXXL. 11 
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welches in) den) charakteristischen Tafeln!) krystallisirte, un- 
zersetzt sublimirte, gegen Silbernitrat und Ammoniak = sich in 
bekannter Weise verhielt und auch bei der Molekulargewichts- 
bestimmung nach der Siedemethode die erforderten Werthe 
gab: gefunden wurde die Zahl 129. withrend die Theorie fiir 
CHINO, 126 erfordert. 

Die Molekulargewichtsbestimmung wurde an der bei 110° ge- 
trockneten Substanz mit Hiilfe der Siedemethode in wiisseriger Lisune 


ausvefiihrt. 








A M 
2.1655" 0 0.087 ° 129 
2.237090 0.0908 {29 


M (fiir CLH,N,O, berechnet) 126. 


Anders das nach derselben Methode gewonnene Produkt 
aus Hefenuclein: zwar verhielt es sich gegen Silbernitrat aébnlich 
wie Thymin und wurde, ebensowenig wie dieses, durch Phosphor- 
wolframsiure gefillt, aber es krystallisirte fast ausschliesslich 
In rosettenformig angeordneten Nadeln und sublimirte nicht so 
leicht unzersetzt wie das Thymin: wiihrend dieses einem fettigen, 
seideglinzenden, lockeren Filzwerk dhnlich sieht, bildet dic 
Substanz aus Hefe ein weisses krystallinisches Pulver: beim vor- 
sichtigen Erhitzen zwischen zwei Uhrglisern oder unter einem 
Trichter sublimirt es nur theilweise unzersetzt, zum anderen 
Theile entwickelt’ es rothe Diimpfe, die sich am = oberen Uhr- 
glas oder auf dem = Trichter zu einem gummiartigen rothen 
Belage verdichten, und es verkohlt sehr leicht. Alle Versuche 
durch fractionirte Fillune mit Silbernitrat und Ammoniak, 
durch Umkrvystallisiren aus Wasser, Siiuren und Alkalien oder 
durch Sublimation Thymin zu erhalten, blieben erfolglos. Es 
gaben vielmehr die Analysen zweier verschiedener Krystalli- 
sationen desselben mehrfach aus verdiinnter Salzsiure’ um- 
krystallisirten Priijparates, sowie die eines anderen von einer 


1) Wl Gulewitsch. Ueber das Thymin. Diese Zeitschrift. 


Bd. XXVII, 8S. 


292. 
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gweiten Darstellung stammenden und vielfach aus verdiinnter 
Schwefelsiiure. verdiinnter Salzsiiure, Ammoniak und Wasser 
umkrystallisirten Produktes Zahlen, welche, mit Riicksicht: aut 
die Molekulargewichtsbestimmung, zu der Formel C,H,N.O, 
fiihren. 


Berechnet fiir Gefunden 
C,H,N,O, Priaiparat A. Priiparat Bb. 
I. Kryst. Il. Kryst. 
C% 42,82 (3.01 43,20 3,25 
H 3,59 3.68 S42 3.DD 
No 25.05 24.87 24.0 


Die analysirten Substanzen waren alle bei 100° zur Gewichts- 
constanz gewogen und aschefret. 
Al 01472 ¢ gaben 0,2321 ¢ CO, und 0,0484 g H,O. 
All 0.1360 ¢ gaben 0.2154 g CO, und 0.0453 g H,O. 


wer e N ; 
siittigten ab 19.7 ccm. t( Oxalsiiure. 


All O.L109 ¢ 


B 0.1320 
Bo 0.2190 


g gaben 0,2093 CO, und 0.0419 H,O. 
« lieferten 47.9 cem. feuchten N (19°: 748 mm. Bar.) 

Kine Molekulargewichtsbestimmung nach der Siedemethode 
ergab die Zahl 110: berechnet ist fiir CJH,N,O, 112. 

Der Apparat war derselbe, in dem die Molekulargewichtsbestimmung 
des Thymuins stattgefunden hatte; als LOsungsmittel diente ebenfalls Wasser; 
die Substanz war bei 100° getrocknet: 

¢ = 3.569590 A =0169° MG 110) 
serechnet = 112. 

Das geringe Plus an Kohlenstoff und Minus an Stickstoff 
diirfte auf eine kleine Verunreinigung mit Thymin = zuriick- 
zutiihren sein, worauf auch die mikroskopisch nachweisbare 
Anwesenheit einzelner an Thymin erinnernder Krystalle  hin- 
weist. Die Substanz ist in heissem Wasser leicht, in’ kaltem 
ziemlich schwer loslich, fast unléslich in Alkohol und Aether: 
leicht losheh in Ammoniak: sie bildet keine Verbindungen mit 
Salzsiure noch mit Salpetersiiure; aus wisseriger LOsung 
wird sie durch Quecksilbernitrat niedergeschlagen. 

Kis besitzt demnach der vorliegende Korper eine empirische 
Formel, welche der des Uracils entspricht. Das Uracil ist 
bisher noch nicht dargestellt worden. Es gibt verschiedene 
Griinde, welche den Gedanken nahe legen, dass es sich hier 
11* 
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um Uracil handelt. Vor Allem die Thatsache, dass die Nuclein- 
siiuren die Ursprungstiitten anderer Pyrimidinderivate, niamlich 
der «Alloxurbasen» oder «Purinderivate» sind.) 

Der Beweis, dass das vorliegende Produkt Uracil ist, 
wird erbracht sein, wenn es gelingt, durch Einfiihrung einer 
Methylgruppe zum Methyluracil oder vielleicht gar zum Thymin 
zu gelaungen., 

Auf diesen Voraussetzungen sollen die weiteren Unter- 
suchungen iiber die Constitution der vorliegenden Substanz 
fussen, die ich nach Beschaffung des nothwendigen Materials 
vorzunehmen gedenke. 

Ks sei mir zum Schlusse gestattet, meinem hochverehrten 
Lehrer, Herrn Professor Kossel, meinen innigsten Dank aus- 
zusprechen fiir sein nie versiegendes Interesse an meinen 
Forschungen und seine unerschépfliche Bereitwilligkeit, mir 
jederzeit: mit Rath und That zu helfen: wie oft wire ich sonst 
entmuthigt den sich vor mir aufthtiirmenden Schwierigkeiten 
machtlos gegenitibergestanden ! 


1) Nach Abschluss dieser Arbeit hat Herr Dr. Steudel einen 
Bewets fiir die Zugehorigkeit zu den Pyrimidinderivaten erbracht, némlich 
die Thatsache, dass sowohl das Thymin, wie auch der von mir gefundene 
Korper unter geeigneten Bedingungen die Alloxanreaction geben. 
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Beitrage zur Kenntniss der Eiweisskorper. 
Von 
A. Kossel und F, Kutscher. 


Die Elementaranalvyse, deren Ergebnisse bei den ein- 
facheren organischen Verbindungen die Grundlage fiir die Er- 
forschung der Constitution lefert, kann bei den Eiweiss- 
korpern nur wenig zur Aufkliirung ihrer chemischen Structur 
beitragen. Sie gibt nur geringe Anhaltspunkte fiir die Unter- 
scheidung der einzelnen Eiweissstoffe unter einander oder 
fiir die Autstellung eines Systems dieser complicirten Ver- 
bindungen. Wir kennen die Molekulargrésse der Eiweissstoffe 
nicht, aber selbst wenn wir das denkbar geringste Molekular- 
gewicht und die denkbar einfachste Elementarformel derselben 
unserer Betrachtung zu Grunde legen, so ist doch die Anzahl 
der Atome in dem Molekiil eine so bedeutende, dass die Anzahl 
der moglichen Combinationen zwischen diesen Atomen iiber 
alle Maasse gross ist. Diese Formeln geben also der Con- 
stitutionsforschung nur geringe Anhaltspunkte. 

Fiir den Zweck dieser Forschung wird eine andere Art 
der Untersuchung an die Stelle der Elementaranalyse treten 
mussen, welche nicht mit den Atomen, sondern mit Atom- 
gruppen rechnet. Die Zerlegung der EjiweisskOrper durch 
siedende verdiinnte Mineralsiiuren liefert gut definirte Spal- 
tungsprodukte und verliiuft hinreichend glatt, um die Unter- 
suchung der quantitativen Verhiiltnisse zwischen den hydro- 
lytischen Zersetzungsprodukten zu ermoglichen. Die so ge- 
wonnene Aufklarung tiber die quantitativen Verhialtnisse, die 
zwischen den grésseren Bruchstiicken des Eiweissmolekiils 
obwalten, wird einen besseren Einblick in die Structur des 
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Kiweissmolekiils geben, als die Elementarformel geben kann, 
selbst wenn sie sicher festgestellt ist. Wenn die quantita- 
tiven Beziehungen zwischen den « Spaltungsproducten» der 
Kiweisskorper bekannt sind, so hat die Eiweisschemie weiter- 
hin die réumliche Vertheilung dieser Atomgruppen — nach 
denselben  Principien zu untersuchen, nach welchen die 
structurchemie die Lagerung der Atome festzustellen pflegt. 

Unsere Untersuchtngen beschiiftigen sich mit einer 
bestimmten Gruppe von Spallungsproducten der Eiweisskorper, 
niimlich mit den Hexonbasen. Wir haben zuniichst Methoden 
wusgearbertet, um diese Korper in sicherer Weise quantitativ 
aus dem Gemisch der Zersetzungsprodukte zu gewinhen, und 
weiterhin diese Methoden an einigen Eiweisskorpern durch- 
eefiihrt, Wir betrachten die Bestimmung der Hexonbasen als 
die Grundlage aller dieser quantitativen Untersuchungen tiber 
die Kiweisskorper, weil sich bei dieser Betrachtungsweise ein 
chemisches System der Eiweisskorper aufbauen liisst, in 
welchem man von einfacheren Stoffen, den Protaminen, 
wusgehend stufenweise zu den complicirteren Gliedern der 


Kiwelssgruppe gelangt. 


A. Unte rsuchungsmethoden. 


Die ber der Untersuchung in’ Betracht kommenden 
Operationen sind folgende : 

l. Zersetzung der Eiweisskorper mit Hiilfe von Schwetfel- 
siture ber Siedetemperatur, 

Il. Entfernung der Schwefelsiure gleichzeitig mit den 
bei der Zersetzung gebildeten Huminstoffen durch Barvt. 
bestimmung des © Humin-Stickstoffs 

Bestimmung und Entfernung des Ammoniaks durch 
Magnesia. 

Hl. Fillung von <Arginin und Histidin als Silberver- 
bindungen. 

IV. Quantitative Bestimmung des Histidins. 

V. Quantitative Bestimmung des Arginins. 

VI. Quantitative Bestimmung des Lysins. 

Wir haben die Mengen der zu untersuchenden Eiweiss- 
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kOrper so gross genommen, dass eine genauere Untersuchung 
der in krystallisirtem Zustand dargestellten  Zersetzungs- 
produkte modglich war und dass die in Lésung_ bleibenden 
Antheile der Silber- und Phosphorwolframsiiurentederschliige 
einen modglichst geringen Bruchtheil des Ganzen ausmachten. 
Nur aut diese Weise kann man. sich bei solchen Untersuch- 
ungen vor groben Tiituschungen bewahren. Beim Histidin er- 
gaben sich in einigen Fillen Zweitel iiber die cChemische Natur 
des von uns dargestellten Produkts (s. Analyse des Histons). 

Wir bemerken ausdriicklich, dass diese Methoden noch 
nicht als abgeschlossene gelten kOnnen und dass wir mit der 


Vervollkommnung derselben beschiiftigt sind. 


I. Zersetzung der Eiweisskorper durch Schwefelsaure. 

Die Menge der fiir die Untersuchung verwendeten Substanz 
richtete sich nach dem zu erwartenden Gehalt an Hexonbasen. 
bei den einfachsten Protaminen, z. B. dem Clupein, geniigen 
2—) ¢, bei den basenarmen Eiweisskérpern haben wir 40—)0 ¢ 
verwendet, bei den tibrigen dazwischenliegende Menge. 

Als Spaltungsmittel wiihlten wir Schwefelsiiure. 
Nachdem durch die Untersuchungen von F. Kutscher!) die 
verschiedenartige Wirkung von Schwefelsiiure und Salzsiiure in 
Bezug auf die Bildung der Glutaminsiiure aus Casein festgestellt 
worden war, durfte man nicht ohne Weiteres voraussetzen, 
dass die héchste Ausbeute an Hexonbasen durch Einwirkung 
der Schwefelsiure zu erzielen war. Wir stellten  deshalb 
vergleichende Versuche mit anderen Siiuren, insbesondere 
mit Jodwasserstoffsiiure (bei Gegenwart von phosphoriger 
Siure), an, erhielten jedoch auf diese Weise durch die 
Halogenwasserstoffsiiure keine hoéheren Werthe. 

Als Beispiel mége die folgende Zusammenstellung dienen: 
Spaltung des Glutencaseins durch: 

A) siedende Jodwasserstoffsiiure bei Gegenwart von phos- 
phoriger Séure, 12 Stunden, 


Bb) siedende stiirkere Schwefelsiiure. 12 Stunden. 
() siedende schwiichere Schwefelsiiure. & Stunden. 


1) These Zeitschrift Bd. XXVIII. S. 123. 
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A B (; 
Histidin 0.9 0,76 1.56 
Arginin bb 4.2 4D 
Lysin 1.84 2,29 2.0 


Die Resultate der Spaltung mit Halogenwasserstofi 
waren hier also anniihernd die gleichen, wie die durch Schwefel- 
siiture erzielten, ebenso bewirkte die Concentration der Schwefel- 
siiure keinen Unterschied. Diese Resultate beweisen, dass 
die Spaltung in allen Fallen eine vollstiindige war. 

Die Zersetzung der Eiweisskérper gestaltete sich hiernach 
foleendermussen : 

 P5—)O @ der zu untersuchenden” Eiweisssubstanz 
werden mit emer Mischung von dem dreifachen Gewicht con- 
centrirter Schwefelsiiure und dem sechsfachen Gewicht Wasser 
14 Stunden am Wiickflussktihler gekoeht. Die Fliissigkeit wird 
sodann uuf 1 Liter aufgeftllt, genau 5 oder 10 ccm. ab- 
gemessen und nach Kjeldahl zur Bestimmung des Stickstofls 
verwendet.‘) Aus dem = Stickstoffgehalt der Flitissigkeit wird 
die dem Versuch unterworfene Eiweissmenge berechnet. 
In solchen Fiillen, wo der Stickstoffgehalt des zersetzten Kor- 
pers nicht genau bekannt ist, wird derselbe in einem beson- 
deren Versuch nach Kjeldahl festgestellt. 


II. Entfernung der Schwefelsaure. « Huminstickstoff ». 


Wie Mulder?) zuerst angegeben hat, bilden sich bei der 
Kinwirkung der Mineralsiiuren auf Etweisssubstanz humin- 
artige Stoffe: das Gemisch dieser in ihren chemischen be- 
azichungen noch wenig bekannten Stoffe wird neuerdings als 
« Melanoidinsiiure » bezeichnet3). 

Diese Stoffe werden durch Baryt grésstentheils nieder- 
geschlagen: wenn man also die Schwefelsiiure, welche zur 
Zerlegung der Kiweissstofle gedient hat, mit Baryt abstumpft, 


1) Alle im Laufe dieser Untersuchungen vorkommenden Kje]dah|- 
Bestimmungen wurden doppelt ausgefihrt. 

2) Journal fiir praktische Chemie Bd. 21 (1840), 5, 345. 

3) Schmiedeberg, Ueber die Elementarformeln einiger Eiweiss- 
korper u. s. w. Archiv f. exp. Pathologie Bd. 39, 5, 65. 
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so enthilt das Baryumsulfat eine gewisse Menge durch 
siedendes Wasser nicht extrahirbarer Stoffe. Ebenso muss 
auch die Magnesia, welche zur Austreibung des Ammoniaks 
hinzugefiigt wird, einen Theil dieser humusartigen Stoffe auf- 
nehmen. Wir bezeichnen den Stickstoff der im Baryt- und 
Magnesianiederschlag zuriickbleibenden Stoffe als «Humin- 
stickstoff». Mit dieser Bezeichnung wollen wir nichts tiber 
das Verhaltniss der in Baryt- und Magnesianiederschliigen 
zuruckbleibenden Stoffe zu der von Schmiedeberg = als 
Melanoidinsiiure» analysirten Substanz aussagen. Ebenso 
wenig haben wir Untersuchungen dariiber angestellt, inwiefern 
die Ausfiillung dieser huminartigen Stoffe durch Baryt und 
Magnesia eine vollstiindige ist: vielmehr betrachten wir die 
sewonnenen Zahlen lediglich als Minimalwerthe. 

Die weitere Verarbeitung der in | gewonnenen Fliissigkeit 
war demnach folgende. 

Il. Die schwefelsaure Lésung wird mit einer heissen 
concentrirten Barvtlosung versetzt, bis die Reaction nur noch 
schwach sauer und fast die ganze Menge der Schwefelsiiure 
wusgefilll war. Der schwefelsaure Baryt wird auf der Nutsche 
abgesaugt, dreimal mit Wasser ausgekocht, jedesmal abge- 
nutscht und mit heissem Wasser nachgewaschen. — Filtrate 
und Waschwasser werden vereinigt, eingedampft und die 
Fliissigkeit genau auf 1 Liter aufgefiillt. Von dieser Losung 
werden je 5 oder 10 cem. fiir die Kyjeldahl-Bestimmung 
entnommen. Diese ergibt die Menge des im Barytniederschlag 
zuriickgebliebenen Stickstoffs, also des « Huminstickstoffs I>. 

Von derselben Fliissigkeit werden zweimal je 100 cem. 
zur Bestimmung des Ammoniaks mit Magnesia destillirt. 
Der Rest der Fliissigkeit wird in einer grossen Schaale bis 
zur voOlligen Vertreibung des Ammoniaks mit Magnesia auf 
dem Wasserbade erhitzt. Die drei vereinigten Fliissigkeiten 
werden mit Barytwasser bis zur stark alkalischen Reaction 
versetzt, der entstandene Niederschlag abgesaugt und durch 
dreimaliges Auskochen mit Wasser, Absaugen und = Aus- 
waschen gereinigt. Die vereinigten Filtrate werden mit 
Schwefelsiiure zur Entfernung des Baryts angesiiuert, das 








=. 


Barvumsulfat abfiltrirt, der Niederschlag sorgfiiltig ausgewaschen, 
Filtrat und Waschwasser eingedampft und die eingeengte 
Kliissigkeit auf 1 Liter aufgefillt. Je 5 oder 10 cem. dieser 
Fliissigkeit dienen zu einer Kjeldahl-Bestimmung. Aus dieser 
Bestimmung erfihrt man unter Beriicksichtigung des Resultates 
der) Ammoniakbestimmung die Menge des im alkalischen 
Barvtmagnesianiederschlages zurtickgebliebenen Stickstoffs, also 


des «Huminstickstofts I>. 


IiI. Fallung von Arginin und Histidin als Silberverbindungen. 

Diese Fiillung wurde nach dem friiher von A. Kossel 
angegebenen Verfahren!) in folgender Weise ausgefiihrt. 

Hl. Die schwefelsaure in ID erhaltene Fliissigkeit wird 
In einen ) Liter fassenden Kolben hineingebracht, auf 3 Liter 
aufgefallt und aul dem Wasserbade erwiirmt. Man fiigt zu 
dev heissen Fliissigkeit fein gepulvertes Silbersulfat, erwarmt 
weiter, indem man von Zeit zu Zeit umschwenkt und priift, 
ob die Menge des zugesetzten Silbersalzes ausreicht. Diese 
Priifung wird in folgender Weise bewirkt. In einem Uhr- 
elischen, welches auf dunkler Unterlage steht, befindet sich 
Barviwasser. Mit) Hilfe eines Glasstabes liisst man vom 
Rande her einen Tropfen der zu priifenden Fliissigkeit: hinzu- 
fliessen. Ist der entstehende Niederschlag weiss, so ist dfe 
Menge des Silbersulfats nicht ausreichend und man _ fig 
entweder mehr Silbersulfat) oder, falls dieses in ungel6stem 
Zustand am Boden des Gefiisses bemerkbar ist, mehr Wasser 
hinzu und wiederholt die Priifung nach einiger Zeit. Die 
Menge des gelOsten Silbersulfats ist eine ausreichende, wenn 
das Barytwasser in der silberhaltigen L6sung eine gelbe 
Fillung erzeugt. Sobald dies erreicht ist, liisst man die 
Fliissigkeit auf etwa 40° erkalten, sittigt sie mit gepulvertem 
Aetzbaryt und saugt den entstandenen Niederschlag sogleich 
auf der Nutsche ab. Man nimmt sodann den Niederschlag 
vom Filter, reibt ihn mit Barytwasser an, saugt die Fltissig- 
keit nochmals ab und wiischt mit barythaltigem Wasser sorg- 


1) Diese Zeitschrift Bd. XXII, S. 182, Bd. XXV, S. 177. 
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filtig aus. Der Niederschlag wird sodann nach IV und V, 
die Fliissigkeit nach VI behandelt. 


IV. Bestimmung des Histidins. 

A. Kossel hat bei seinen friiheren Versuchen, welche 
zur Auffindung des Histidins ftihrten,’) die Trennung dieses 
Korpers vom Arginin durch Quecksilberchlorid bewirkt. Diese 
Trennung ist eine unvollstiindige und wir haben bei den 
neueren Untersuchungen ein anderes Verfahren angewandt, 
welches auf folgendem Princip beruht. Fiigl man zu einer 
sauren Loésung, die Arginin und Histidin und zugleich einen 
Ueberschuss von Silbernitrat enthilt, vorsichtig Barytwasser 
hinzu, so fallt zuerst das Histidinsilber aus. Nachdem = die 
Ausscheidung des Histidinsilbers beendet ist, wird durch 
weiteren vorsichtigen Zusatz von Barvt znniichst kein Nieder- 
<chlag bewirkt, erst bei etwas stiirkerem  Barytiiberschuss 
fallt das Argininsilber. Als Erkennungsmittel fiir die vollige 
Ausfiillung des Histidins benutzten wir ammoniakalische 
Silbernitratlbsung, welche nach Hedin?) einen unl6slichen 
Niederschlag von Histidinsilber (C,H,Ag,N.O,) gibt. 

Das durch Barvt gefiillte Histidinsilber enthilt, wenn es 
aus complexen Eiweissstoffen dargestellt ist, noch Verun- 
reinigungen durch Silbersalze organischer Siiuren, welche sich 
durch das unten angegebene Verfahren leicht entfernen lassen. 
Das zum Sehluss gewonnene Histidinchlorid krystallisirte voll- 
stindig. Es mégen einige Versuche folgen, welche die Brauch- 
harkeit vorstehender Methode erliiutern. 

1. O65 g Arginin und 0,1 g Histidin werden in 60 cem, 
Wasser gelést, durch Salpetersiiure neutralisirt, mit’ der ge- 
niigenden Menge von Silbernitrat versetzt (bis ein Tropfen des 
Gemenges sich in gesiittigter Barytlbsung sofort braun firbte) 
und so lange mit verdiinnter Barytlésung gefiillt, bis eine 
Probe mit ammoniakalischer Silberlésung keine Fiillung mehr 
gab. Der entstandene Niederschlag wurde abfiltrirt, mit Salzsiiure 
zersetzt und die salzsaure Lésung zur Krystallsation eingedampft. 


1) Diese Zeitschrift Bd. XXV. S. 176. 
-; Diese Zeitschrift Bd. XXII, S. 194. 
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Il. In Versuch 2 wurden 0,1 g Arginin und 0,1 g Histidin 
in 20 ccm. Wasser gelost angewandt. | 
Hl. In Versuch 3 endlich kamen 0,2 g Arginin und 0,1 g } | 
Histidin in 30 com. Wasser gelést zur Verwendung. Im Uebrigen 
wurde in Versuch 2 und 3 wie in Versuch 1 verfahren. 
ks wurden gewonnen in Versuch 1: 
0,16 ¢ krystallinisches Histidindichlorid = 0,108 g freies Histidin, 
in Versuch 2: 
0,153 g¢ krystallinisches Histidindichlorid = 0,104 g freies Histidin, 
in Versuch 3: 


0.1465 g krystallinisches Histidindichlorid = 0,0996 g¢ freies 
Histidin. 
Das Verfahren zur Bestimmung des Histidins war somit 
folvendes: f 


IV. Der in I erhaltene Silberniederschlag wird in schwefel- 
siurehaltigem Wasser aufgeschwemmt, mit Schwefelwasserstoft 
zeriegt, vom Schwefelsiltber abfiltrirt und der Niederschlag des 
Schwetelsilbers, welcher zugleich schwefelsauren Baryt enthalt, 
ausgekocht und mit heissem Wasser soregfiltig ausgewaschen. 
Die fillrirte saure Fliissigkeit wird zur Vertreibung des Schwetel- 
Wwasserstofis eingedampft und auf 1 Liter aufgefiillt. In je 
20 com. dieser Fliissigkeit: wird eine Kjeldahl-Bestimmung 
ausgefiihrt, welche die Menge des Stickstoffs der durch Silber 
und Baryt fiillbaren Substanzen angibt. 

Nach Ausfiihrung der Kjeldahl-Bestimmungen wird die 
Fliissigkeit) mit) Barytwasser neutralisirt, sodann — gelostes 


Barvumnitrat hinzugefiigt, so lange noch die Entstehung eines 
Niederschlages zu beobachten ist, filtrirt und der Niederschlag 
sorgtiiltig ausgewaschen. Die Fliissigkeit wird jetzt auf etwa 
300 ccm. eingedampft und mit Silbernitratlésung versetzt, bis 
eine Tropfenprobe, in der oben beschriebenen Weise gepruft, 
mit Barytwasser eine Gelbfiirbung ergibt. Darauf wird die 
silberhaltige LOsung mit Barytwasser nochmals genau neutra- 
lisirt. Zu der neutralen Fliissigkeit fiigt man jetzt (am_be- b 
quemsten geschieht dies aus einer Biifette) kleine Mengen 
Barytwasser hinzu, bis das Histidinsilber vollig ausgefallt ist. 
Man priift die Losung nach dem Zusatz einer kleinen Menge 
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Barvtwasser auf Histidin, indem man das Absetzen des Nieder- 
<chlages abwartet und von der klaren Fliissigkeit mit Hiilfe 
einer Glasréhre eine kleine Probe zur Priifung mit ammo- 
niakalischer Silberl6sung entnimmt. Entsteht beim Zusammen- 
fliessen beider Fliissigkeiten ein im Ueberschuss des Ammoniaks 
leicht lOslicher Niederschlag, so ist noch Histidin vorhanden 
und man fiigt weiterhin eine kleine Menge Barvtwasser hinzu. 
Sobald die Ausfallung des Histidins beendet ist, filtrirt man 
den Niederschlag ab, nimmt ihn vom Filter, reibt ihn mit 
Wasser an und wiischt ihn sorgfiillig aus. Filtrat und Wasch- 
wasser des Histidinsilbers werden nach V auf Arginin verarbeitet. 

Der argininfreie Silberniederschlag wurde sodann mil 
<chwefelsiiturehaltigem Wasser angerieben, mit Schwefelwasser- 
stoff zerlegt, von Sechwefelsilber abfiltrirt, der Niederschlag 
mil siedendem Wasser vollig erschépft. In einzelnen Fiillen 
wurden die vereinigten Filtrate und Waschwasser auf 1 Liter 
aufgetiillt und in 40 cem. dieser Fliissigkeit der Stickstoff 
nach Kjeldahl bestimmt, um die Menge der etwa im Schwefel- 
silber zuriickbleibenden © stickstoffhaltigen Substanz zu er- 
mitteln. 

In allen Féllen wurde die Schwetelsiiure mit Barvtwasser 
und der tberschtissige Baryt mit Kohlensiiure entfernt, bis 
zur Trockne eingedampft und der Riickstand mit 10— 20° 0 iger 
Silbernitratlbsung, der 1 Tropfen verdiinnter Salpetersiiure zu- 
getiigt ist, aufgenommen. Hierbei bleibt eine geringe Menge 
organischer Substanz, welche das Histidin bis jetzt begleitet 
hat, unloslich zuriick. Man saugt den Riickstand ab, wiascht mil 
Wasser aus, fiillt aus dem Filtrat das Histidinsilber durch vorsicle 
ligen Zusatz von verdiinnter, ammontakalischer Silbernitrat- 
losung aus, filtrirt den Niederschlag ab, zersetzt denselben mit 
Salzsiiure und bringt das beim Eindampfen in krvystallisirtem 
Zustand zuriickbleibende  Histidindichlorid C,H,N,O,, 2 HCI 
2 


nach dem Troecknen im Vacuum bei 40° zur Wiigung. 


V. Bestimmung des Arginins. 


Das Arginin wird aus dem Filtrat des Histidinsilbers 
in Form der Silberverbindung, welche nach den im_ hiesigen 








Institut ausgefitihrten Analysen von Gulewitsch?’) eine Mischung 
der Verbindungen C,H,,Ag,N,O,, H,O und C,H,,Ag,N,0,, HO 
ist. ausgefallt. Das aus der Silberverbindung in Freiheit gesetzte 
Arginin ist in verschiedenen Fiillen nach folgenden 4 Methoden be- 
stimmt worden 1. durch eine Kjeldahl-bBestimmung im Sulfat, 
2. durch polarimetrische Untersuchung des Nitrats bei Gegen- 
wart iiberschiissiger Salpetersiiure, 3. durch Wiagung des neu- 
tralen Nitrats, 4. durch Wigung des sauren Nitrats. Die 
niedrigsten Werthe wurden meistens bei der polarimetrischen 
Bestimmung erhalten. Man konnte zur Erklirung dieser That- 
suche annehmen, dass aus gewissen Eiweissarten das von 
Ko Kutscher entdeckte?) inactive Arginin in geringer Menge 
entsteht oder dass ein kleiner Theil des activen Arginins durch 
die Wirkung der Schwefelsiiture inactivirt wird, doch legen 
hiertiber keine) sicheren Beobachtungen vor. Die héchsten 
Werthe sind bet der Wiigung des sauren Nitrats erhalten 
worden, als die sichersten Werthe haben wir die durch Kjel- 
dahl-Bestimmung des Sulfats und dureh Wiigung des neu- 
tralen Nitrats erhaltenen angesehen. Diese ergaben = gute 
Lebereinstimmung und entsprachen Mittelwerthen. Die be- 
stimmung des Arginins war folgende: 

V. Das Filtrat vom Histidinsilber wurde mit gepulvertem 
Aetzbarvt gesiittigt, der entstandene Niederschlag mit Hilfe der 
Saugpumpe abgesogen, vom Filter genommen, nochmals mil 
Barviwasser angerieben und bis zum Verschwinden der Salpeter- 
siiurereaction ausgewaschen. Der Niederschlag wurde sodann 
mit schwefelsiurehaltigem Wasser angerieben, mit Schwefel- 
wasserstolf zerlegt, filtrirt, das Schwefelsilber mehrfach aus- 
gekocht und heiss ausgewaschen. Das eingedampfte mit dem 
Wasehwasser vereinigte Filtrat wird sodann auf 1 Liter auf- 
gefiillt, und in je 10 oder 20 cem. dieser Fliissigkeit eine 
K jeldahl-Bestimmung ausgefiihrt. Aus dieser Bestimmung 
Ist das Arginin zu berechnen. Der Rest wird durch .Barvt 


1, Wi. Gulewitseh, Ueber das Arginin. Diese Zeitschrift Bd. XXVII. 
». 202. 


9 


*) F. Kutscher, Ueber das Antipepton HII. Diese Zeitschrift 


Bd. XXVIII, S. 90. 
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von der Schwefelsiiture, durch Kohlensiiture vom tikerschiissigen 
Barvt befreit. Zur Bestimmung des Arginins als neutrales 





: Nitrat neutralisirt man die Fliissigkeit mit Salpetersiiure, dampft 
ein, trocknet bei gewohnlicher Temperatur im Vacuum und 


wiigt den Riickstand, den man als C,H,,N,O,,HNO, ++ 1/2 HO 
in Rechnung zieht. Zur polarimetrischen Bestimmung fiilll 
man die Fliissigkeit unter Zusatz von Salpetersiiure auf das 
den Polarisations-Rohren entsprechende Volumen auf und stellt 
den Drehungswinkel fest, aus welchem sich unter Zugrunde- 
legung der von Gulewitsch') bei der Untersuchung des sauren 
Argininnitrats fiir Arginin gefundenen Zahl (4), = + 25,48 
das Arginin berechnen liisst.2) Durch Eindampfen dieser LOsung 
a kann man das saure Argininnitrat erhalten, aus dem nach der 
Formel C,H,,N,O0,,2HNO, das Arginin zu berechnen ist. 

Bei richtiger Ausfiihrung dieser Operationen bildet das 
erhaltene Argininnitrat eine trockene, weisse Krystallmasse 
und enthilt entweder gar keine Asche oder so geringe Spuren 
von Magnesia, dass daraus kein beachtenswerther Fehler 
hervorgeht. 

Die Loshehkeit des Argininsilbers ist von Gulewitseh?*) 
festgestellt worden. Man kann nach seiner Untersuchung fiir 
jedes Liter barythaltiger Fliissigkeit, aus welcher das Arginin- 
silber ausgefillt worden ist, 0,036 ¢ Arginin der gefundenen 


bl 


saccnitraeiitacthia AE as 


Zahl hinzuziihlen. 


VI. Bestimmung des Lysins. 

Das Lysin wird aus dem Filtrat von Arginin und Histidin 
durch Phosphorwolframsiure gefillt. Da dieser Niederschlag 
stets Monoamidosiiuren, in einzelnen Fiillen) auch basische 
Zersetzungsprodukte (Diamidoessigsiiure?) enthiilt, so kann sein 
Stickstoffgehalt nicht direkt auf Lysin bezogen werden. Das 


1) |. e. S. 190. 

-; In einem Falle (bei der Untersuchung des Leims) wurde die 
> polarimetrische Untersuchung bei Gegenwart eines Ueberschusses von 
Schwefelsiure ausgefiihrt und hier die von Gulewitsch festgestellte 





Zahl (a + - + 22.35 der Berechnung zu Grunde gelegt. 


3) 1. c. S. 209. 
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letztere wurde daher nach dem von A. Kossel angegebenen 


Verfahren?) als Picrat ausgeféllt und nach dem Umkrvystallisiren 
aus Wasser als solches gewogen. 

Durch besondere Versuche tiberzeugten wir uns davon, 
dass die Fallung des Lysins durch Phosphorwolframsiiure auch 
bel Gegenwart von Monoamidosiiuren eine hinreichend voll- 
stiindige ist. Das Verfahren zur Bestimmung des Lysins ist 
folgendes : 

VI. Das Filtrat von dem in HI erhaltenen Silbernieder- 
schlag wird mit Schwefelsiure angesiuert, durch Schwefel- 
wasserstoff von geringen Mengen Silber befreit, filtrirt, der 
das Schwefelsilber enthaltende Niederschlag mehrfach aus- 
vekocht und heiss ausgewaschen. 

In einzelnen Fillen wurde in dieser Fliissigkeit zuniichst 
noch eine Kyjeldahl-Bestimmung ausgefiihrt, um das vollige 
Auswaschen der Niederschlige zu kontrolliren. Wenn man 
die Resultate der ersten in IV ausgefiihrten und dieser Kjel- 
dahl-Bestimmung vergleicht mit dem Stickstoffgehalt der vom 
Barvt-Magnesia-Niederschlag abfiltrirten Fliissigkeit, so kann 
man feststellen, ob in den beiden Silbersulfid und Baryumsulfat 
enthaltenden Niederschligen (IV und VI) stickstoffhaltige Sub- 
stanz zuriickgeblieben ist. 

In allen Fiillen wurde die Fliissigkeit auf etwa 500 ccm. 
eingedampft, mit Schwetelsiiure versetzt, bis der Procentgehalt 
dD°/o HJSO, betrug, und mit Phosphorwolframsiure ausgefallt. 
Die bFiillung wurde als beendet angesehen, wenn die vom 
Phosphorwolframsiiureniederschlag abfiltrirte Fliissigkeit nach 
weiterem Zusatz von Phosphorwolframsiure noch 10 Sekunden 
klar bhieb. 

Der Phosphorwolframsiiureniederschlag wurde mit Hilfe 
der Wasserstrahlpumpe abfiltrirt, sodann vom Filter genommen, 
mit 5° oiger Schwefelsiiure angerieben und sorgfaltig aus- 
sewaschen. Im Filtrat wurde eine Stickstoffbestimmung nach 
Kjeldahl ausgefiihrt, welche den grdéssten Theil des Stickstoffs 


1) A. Kossel, Ueber die Darstellung und den Nachweis des Lysins. 
Diese Zeitschr. Bd. XXVI, Seite 586. 









EEE, 








> 


ee _— 
‘RET LY 








> 








der Monoamidosiiuren angibt!) neben dem Stickstoff etwa 
noch unbekannter, durch die vorhergehenden Fiillungsmittel 
nicht gefiiliter Stoffe. 

Der Phosphorwolframsiiureniederschlag wird sodann durch 
Aetzbaryt zerlegt, das unlosliche Baryumsalz abgesaugt, mehr- 
fach ausgekocht und mit heissem Wasser ausgewaschen. Das 
mit den Waschwiissern vereinigte Filtrat wird durch Kohlen- 
siiure vom Ueberschuss des Baryts befreit, bis fast zur Trockne 
eingedampft, mit Wasser aufgenommen,?) vom kohlensauren 
Baryt abfiltrirt und nochmals eingedampft. Der Riicksiand 
wird jetzt mit einer geringen Menge alkoholischer Pikrinsiiure 
unter Zusatz von Alkohol angeriihrt. Zu der alkoholischen 
Losung setzt man in kleinen Portionen so lange alkoholische 
Pikrinsiiure hinzu, als noch die Entstehung eines weiteren 
Niederschlages bemerkbar ist. Ein Ueberschuss an Pikrinsiiure 
ist durchaus zu vermeiden, da durch diesen das Lysinpikrat 
wieder gelOst wird. Das ausgeschiedene Pikrat wird nach 
mehrstiindigem Stehen abfiltrirt und mit einer moéeglichst 


ge- 
ringen Menge absoluten Alkohols ausgewaschen, die alkoholische 
Mutterlauge wird fiir die weitere Verarbeitung eingedampft. 
Man lost jetzt das Lysinpikrat in siedendem Wasser, filtrirt 
nothigenfalls heiss und dampft die Losung auf ein geringes 
Volumen ein. Beim Erkalten scheidet sich das Lysinpikrat in 
nadelformigen Krystallen aus, welche auf gewogenem Filter 
cesammelt, mit wenig Alkohol gewaschen und gewogen werden. 
Durch EKindampfen der Mutterlauge erhilt man eine weitere 
Menge Lysinpikrat, die in gleicher Weise zur Wigung gebracht 
wird. 

Da Lawrow?) festgestellt hat, dass 100 Theile Wasser 
bei 21—22° 0,54 g¢ Lysinpikrat lOsen, so kann man aus dem 


J) Kin geringer Theil der Monoamidosiiuren befindet sich im Phos- 
phorwolframsaureniederschlag. 

2) Bei einzelnen Versuchen wurde an dieser Stelle eine Kjeldah|- 
bestimmung eingeschaltet. um das Verhiiltniss des Lysinstickstoffs zu 
dem Stickstoff der durch Phosphorwolframsiure fillbaren Stoffe zu erfahren. 

°) Lawrow, Ueber die Spaltungsprodukte des Histons von Leuko- 
eyten. Diese Zeitschrift. Bd. XXVIII, S. 398. 
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Volumen der Mutterlauge des Lysinpikrats eine Correction fiir 
die gefundene Lysinmenge herleiten, die aber sicher etwas zu 
niedrige Zahlen ergeben wird. Zu besseren Resultaten gelangt 
man in folgender Weise!): Die eingedampfte alkoholische Mutter- 
lauge des Lysinpikrats wird mit der wiisserigen Mutterlauge 
vereinigt, mit Schwefelsiiure angesiiuert, durch Aether von 
Pikrinsiiure befreit. Die iitherfreie Losung wird sodann bei 
einem Schwefelsiiuregehalt von 5°/o von Neuem mit Phosphor- 
wolframsiure ausgefillt. Das Filtrat des Phosphorwolframsiure- 
niederschlages enthiilt Monoamidosiuren, die nach Entfernung 
der Phosphorwolframsiiure auskrystallisiren; unter diesen ist 
Tyrosin durch Millon’s Reagens nachweisbar. Der Phosphor- 
wolframsaureniederschlag wird ebenso wie vorher zerlegt, das 
darin enthaltene Lysin wie oben in Pikrat umgewandelt und 
die durch Wiigung ermittelte Menge zu dem vorher gefundenen 
Pikrat hinzuaddirt. Aus dem Pikrat berechnet man das Lysin 
nach der Formel C,H,,N,O,, C,H, NO,),0H. Die gefundenen 
Zahlen werden noch immer zu niedrige sein, da das phos- 
phorwolframsaure Lysin nicht ganz unlodslich ist. Doch ist 
dieser Fehler nicht bedeutend, weil die Menge des Lysins in 
allen Fallen eine erhebliche war und die Fliissigkeitsmenge 
dO) com. betrug. Ebenso gross war die Menge des Wasch- 


Wassers. 


Spaltung mit Jodwasserstoffsaure. 


Wie schon oben erwiihnt, haben wir die Spaltung der 
KiweisskOrper in einzelnen Fallen mit Jodwasserstoffsiure 
ausgefiihrt, um festzustellen, ob die mit Schwefelsiure erzielten 
Werthe der Hexonbasen die Maximalwerthe sind. Diese Spaltung 
ist analog der zuerst von Bopp?) angewendeten Spaltung durch 
concentrirte Chlorwasserstoffsiure. Um eine kraftige Reduction 
zu_erzielen, liessen wir die Reaction bei Gegenwart von 
phosphoriger Siture vor sich gehen. Dies Verfahren ist in 
mancher Hinsicht einfacher und bequemer als die Spaltung 

1) Dieses Verfahren kam bisher nur bei den Zersetzungsprodukten 


des Histons zur Ausfiihrung. 
2) Liebig’s Annalen Bd, 69. 





























durch Schwefelsiure; es verliuft insofern anders, als die 
Menge des Ammoniakstickstoffs grOsser ist, als bei der Spaltung 
durch Schwefelsiure. Ein weiterer Unterschied betraf das 
Chlorid des unter diesen Verhiiltnissen abgespaltenen Histidins, 
welches sich als optisch inactiv erwies. Wir haben iibrigens 
diese Methode nicht in grésserem Umfang angewandt und 
wollen uns deshalb eines abschliessenden Urtheils tiber ihre 
Verwendbarkeit enthalten. 

Die Ausfiihrung ist folgende: 

114 g Jod werden mit 14 g amorphen Phosphor und 
86 ccm. Wasser angesetzt, Anfangs gekihlt und spater erhitzt, 
his die Fliissigkeit farblos war. Der tiberschiissige Phosphor 
wird sodann durch Glaswolle abfiltrirt. In diese Lésung bringt 
man etwa 50 g des Eiweisskérpers und erhitzt anfangs auf 
dem Wasserbade, spiter 12 Stunden im Paraffinbade am 
Riickflusskiihler. Sodann wird die Fliissigkeit auf ein Liter 
aufgettillt und wie oben nach Kjeldahl untersucht. Zur Ent- 
fernung der Jodwasserstoffsiure, der phosphorigen und der Phos- 
phorsiure dient Bleiacetat, zur Entfernung des iiberschiissigen 
Bleis Schwefelwasserstoff. Auf das Auswaschen der Nieder- 
schliige wird wie oben die grésste Sorgfalt verwandt und im 
Filtrat durch eine Kjeldahl-Bestimmung die Menge des in 
den Niederschliigen verbleibenden «Huminstickstoffs» festgestellt. 

Bevor man Magnesia zur Entfernung des Ammoniaks 
hinzufiigt, entfernt man die Essigsiiture durch mehrmaliges 
Kindampfen der Fliissigkeit und Wiederaufnehmen mit Wasser 
vollstindig. Die weitere Verarbeitung der Fliissigkeit ist der 
oben beschriebenen gleich, nur ist zu beriicksichtigen, dass 
eine sehr geringe Menge Jodwasserstoff der Fiillung durch 
blei entgeht. Man erhilt also beim Zusatz des Silbersulfats 
einen nicht bedeutenden jodhaltigen Niederschlag, den man 
schon vor Ausfillung von Histidin und Argininsilber aus saurer 
Losung abfiltrirt. 


B. Untersuchung einzelner Liweissstoffe. 


Die zur vollstiindigen quantitativen Untersuchung auf 
Hexonbasen verwendeten Eiweissstoffe sind folgende: 
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I. Protamingruppe. 


f. Salmin. 
2. Clupein. 
3. turin, 
4. Cyclopterin. 
II. Gruppe der complicirten Eiweissstoffe. 
1. Histon der ‘Thymusdrise. 
2. Histon aus den Testikeln des Kabeljau. 
3. Glutencasein, 
t. Glutenfibrin. 
). Mucedin. 
6. Gliadin, 
7. Ze. 
Unvollstiindige quantitative oder rein qualitative Unter- 
suchungen wurden am Leim, am Spongin, Elastin, Casein der 
Kuhmilch, Eieralbumin und Fibrinpepton ausgeftihrt. 


1. Salmin. 

Wie A. Kossel friiher nachgewiesen hat,!) entsteht bei 
der Spaltung des Salmins durch Schwefelsiiure keine andere 
Hexonbase als Arginin. Neben dem Arginin ist ein stickstoff- 
iirmerer Rest vorhanden, der vermuthlich eine Monamidosiiure 
enthilt. Ammoniak entsteht bet dieser Spaltung nicht.?)  Hier- 
nach ist die Bestimmung des bei dieser Spaltung entstehenden 
Arginins sehr einfach auszutiihren. 

2.5 ¢@ lufttrockenes Salminsulfat, welches nach dem frither 
von A. Kossel angegebenen Verfahren®) dargestellt worden 
war, wurden mit einer Mischung von 16 cem. Wasser und 
& com. Schwefelsiiure 8 Stunden am Riiekflusskiihler gekocht. 
Die Analyse der Mischung ergab Folgendes: 

a) Stickstoffgehalt der gesammten Fliissigkeit: 0.539 ¢. Daraus 
berechnet4; Menge des trockenen Salmins: 1.74 g. 

1) Diese Zeitschrift, Bd. XXVIL S. 588. 

~) Diese Zeitschrift. Bd. XXV. S. 181. 

*) Diese Zeitschrift, Bd. XXV, S. 166. 

4) Dieser Berechnung ist die von A. Kossel aufgestellte Forme! 
des Salmins C,H, oN,;0,; (diese Zeitschrift, Bd. XXV, 8S. 170) zu Grunde 
gelegt worden. Nach der Formel C,,H,.N,O, (Miescher-Schmiedeberg) 
wiirde sich ergeben 1.61 ¢ Salmin. 
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B) Stickstoffgehalt der durch Silbersulfat und Baryt  fillbaren 
Bestandtheile, nach Zersetzung mit Schwefelwasserstoff im Filtrat vom 
Schwefelsilber bestimmt (s. oben, Untersuchungsmethoden III—V): 0,473 g. 
In diesem Falle war die Gesammtmenge des Stickstoffs auf Arginin zu 
beziehen, somit ergibt sich an Arginin: 1,465 g. 

) Bestimmung der Versuchsfehler. Die Untersuchung der Fliissig- 
keit vor und nach Entstehung des ersten Barytniederschlages (s. oben 
Untersuchungsmethoden II) hat erwiesen, dass trotz der Auslaugung in 
: dem Niederschlag 0.007 ¢ Stickstoff zuriickgeblieben ist. 

Ebenso ergibt die Analyse der Fliissigkeit nach Entfernung des 
silberbarytmiederschlags, dass in diesem Niederschlag 0,006 ¢ Stickstoff 
zuriickgeblieben ist. Der Gesammtverlust betriigt somit 0.013 g Stickstoff 
oder 2.4°%0 des gesammten Stickstoffs. Dieser Verlust kann nicht auf 





Arginin allein bezogen werden, betrifft vielmehr alle stickstoffhaltigen 
Bestandtheile der Lésung und ist. wie eine einfache Ueberlegung zeigt, 


so gering. dass er vernachlissigt werden kann. 
Das HResultat der Argininbestimmung ist hiernach fol- 


cendes : 

1.74 ¢ Salmin ergaben 1,465 g, d. i. 84,399 Arginin. 
In 100 Theilen) Stickstoff des Salmins sind 87.8 Theile. in 
einer solchen Form enthalten, dass sie bei der hydrolytischen 
Spaltung als Arginin erscheinen. Am einfachsten wiirden sich 
die relativen Verhiltnisse der Zersetzungsprodukte gestalten, 
wenn es moglich wiire, eine der iilteren Formeln des Salmins 
mit 9 (oder 9n) Atomen Stickstoff, wie sie von Miescher 
wufgestellt worden sind, beizubehalten. Dann wiirde man zu 
der Annahme gelangen, dass auf je 2 Molekiile Arginin ein 
Atom Stickstoff in anderweitiger Bindung vorhanden sei. Doch 
ist diese Formel bisher nicht geniigend begriindet. 


2. Clupein. 
[yas Clupein ist dem Salmin ausserordentlich iihnlich und 
A. Kossel*) sprach in einer friiheren Abhandlung die Ansicht 
aus, dass beide identisch seien. Trotzdem wurden Salmin und 
Clupein von uns beziiglich der quantitativen Verhiiltnisse ihrer 
Spaltungsprodukte gesondert untersucht. Die friiheren Arbeiten 
von A. Kossel?) haben gezeigt, dass bei der Spaltung des 





1) Diese Zeitschrift, Bd. XXV, S. 173. 
2) Diese Zeitschrift. Bd. XXVI, S. 590. 
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Clupeins nur eine Hexonbase, niimlich das Arginin, erscheint 


und daneben Amidovaleriansiiure. Ammoniak entsteht nicht. 

Wir stellten drei Versuche an, von denen die beiden 
ersten den Zweck hatten, festzustellen, ob mit verschiedenen 
Fiillungsmitteln das gleiche Resultat erzielt werde. wiihrend 
der dritte dazu diente, um festzustellen, ob die Einwirkung 
des Spaltungsmittels eine geniigende sei, oder ob bei liingerer 
Dauer der Einwirkung eine gréssere Ausbeute an Arginin 
erzielt werde. 

Im Versuch | wurde Phosphorwolframsiiure, in TL Silber- 
sulfat und Baryt ftir die Fiéllung des Arginins benutzt. Bei 
der Fillung mit Phosphorwolframsiiure ist zu beachten, dass 
die aus Clupein entstehende Amidovaleriansiiure: in concentrir- 
terer Fliissigkeit: mit’ diesem Fallungsmittel einen krystallisirten 
Niedersehlag gibt. Beriicksichtigt man diese Thatsache nicht, 
so kann man sehr hohe Werthe fiir den Stickstoffgehal des 
Phosphorwolframsiureniederschlages finden. A. Kossel erhiell 
her seinen ersten im Jahre 1896 publicirten!) Versuchen 93,4 
und 93.6% des gesammten Stickstoffs im Phosphorwolfram- 
siiureniederschlag, als die Fiéllung der Spaltungsprodukte von 
etwa 1 ¢ Protaminsulfat aus 50 cem. Lésung gewonnen war. *) 

) g lufttrockenes Clupeinsulfat wurden mit) 45) cem. 
335° oiger Schwefelsiiure & Stunden am Riickflusskiihler gekocht, 
auf 250 cem. aufgefiillt und der Stickstoffgehalt der Losung 
durch eine Kyeldahl-Bestimmung ermittell. 

Versuch |. 120 cem. obiger Loésung, entsprechend 
O511 ¢ Stickstoff und 1,61 g Clupein (nach der Formel 
C,)H,.N,,0,3) berechnet) wurden in einer 5°'o Schwefelsiure 
enthaltenden Losung mit Phosphorwolframsiiure gefiillt. Die 
Stickstoffbestimmung des ausgewaschenen Niederschlages und 
des Filtrats ergab 

im Niederschlag: 0.4256 g Stickstoff, 
im Filtrat: O,0770. » 


1) Diese Zeitschrift, Bd. NXII, S. 186. 
2) Stickstoffbestimmung im Filtrat ohne Auswaschen des Nieder- 
schlags. 


3) Diese Zeitschrift, Bd. XXV, S. 168. 
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Wenn man die Loslichkeit des phosphorwolframsauren 


Arginins, welche in diesem Falle nach Gulewitsch’s Be- 
stimmungen!) wenige Milligramme betragen kann, vernach- 
liissigt, so ergibt sich, dass von dem gesammten Stickstoff 
der Spaltungsprodukte 83,3°/o0 auf Arginin entfallen. 

Versuch Il. In 120 cem. derselben Loésung wurde die 
Schwefelsaure durch Barvt’ zum gréssten Theil entfernt. Die 
Untersuchung des Filtrats ergab, dass der Niederschlag trot 
sorgfiltigen Auswaschens 0,022 ¢ Stickstoff (etwa 4° 0 des 


Gianzen) zurtickgehalten hatte. Aus der Fliissigkeit) wurde 
<odann das Arginin mit Silbersulfat und Baryt  gefiillt. 


Im Niederschlag sind enthalten: 0.4235 ¢@ Stickstoff, 
Filtrat » 0.0605 

Somit entfallen von dem = gesammten = Stickstoff der 
Spaltungsprodukte 82,9°/o auf Arginin. 

100 Theile Clupein lefern demnach 

nach Versuch | 82,1°/o Arginin, 
I] 81,7 %/o 

Die Phosphorwolframsiiurefillung ergibt also 
unter diesen Versuchsbedingungen das gleiche Ke- 
sultat wie die Silberfiillung. 

Versuch Ill 5 g¢ lufttrockenes Clupeinsulfat) wurden 
30 Stunden mit 33°/oiger Schwefelsiiure am Riickflusskiihler 
gekocht. Die Gesammtmenge des Stickstoffs in der Fliissigkeil 
betrug 1,071 ¢. Hiernach sind 3,38 g Clupein (ebenso wie 
oben berechnet) fiir den Versuch verwendet worden. 

Der Stickstoffgehalt des Silberbarytniederschlages betrug 
0,903 g, der des Filtrats 0,125. Somit entfallen von dem 
gesammten Stickstoff der Spaltungsprodukte 84,3° 5 auf Arginin. 
100 Theile Clupein liefern demnach 82,95 Theile Arginin. 2) 
Die Abweichung dieser Zahl von den Resultaten der Versuche | 
und Il fallt in das Bereich der Versuchsfehler. Es ergibt 
sich also, dass die Spaltung schon bei achtstiindigem 


1) Diese Zeitschrift, Bd. XXVII, S. 193 —196. 
2) Die Menge des im ersten Barytniederschlage verbliebenen Stick- 
stoffs betrug 0,027 g, d. h. etwa 2°o des Gesammtstickstoffs. 








Kochen mit 33° o1ger Schwefelsiure eine vollstindige 


sewesen Ist. 


3. Sturin. 

Das Sturin wurde in der friiher beschriebenen Weise?) 
als Sulfat dargestellt und durch & stiindiges Kochen mit 33° oige: 
Schwefelsiiure gespalten. Die Gesammtmenge des Stickstoffs 
betrug 1.579 ¢ entsprechend 4,676 g Sturin.*)  Davon ver- 


blieben im Barvtniederschlag O,0616 g Stickstoff, entsprechend 


- 
, 


0° 9 des gesammten Stickstoffs. 

Der durch Baryt und Silbersulfat erhaltene Niederschlag 
enthiell 1085 @ N. d. i. 78,7%o des gesammten  Stickstoffs. 
Davon waren im Histidinniedersehlag enthalten 0,163 @ N. 
entsprechend 0.6020 @ Tistidin. Somit) waren 11,8° 0 des 
gesammiten Stickstoffs in Form von Histidin vorhanden. Die 
Menge des IJlistidins betrug 12.9% des zersetzten Sturins. 
ln Argininniederschlag waren vorhanden O,876 @ N_ ent- 
sprechend 2.72 @ Arginin. Somit) war 63,5°/o des Gesammt- 
stickstoffs im Arginin enthalten. Die Menge des bei der 
Spaltung gebildeten Arginins betrug 58,2°/o des zersetzten 
Sturins. 

Die polarimetrische Untersuchung ergab 0,274 ¢ Arginin, 
d. i. 98,69 9 des gespaltenen Sturins. Im Filtrat vom Silber- 
barviniederschlag wurde das  Lysin= ohne vorhergehende 
Phosphorwolframsiiurefillung als Pikrat bestimmt. Die Be- 
stimmung ergab 0.6042 ¢ Lysin, somit) wiirden 100 Theile 
Sturin 12,9 Theile Lysin liefern. Die gefundene Lysinmenge 


entspricht OL158 g Stickstoff, somit sind 8,4°/o des ganzen 


Stickstoffs in Form des Lysins vorhanden. In dem unbekannten 
Rest befinden sich noch O,1101 g Stickstoff, d. i. 8°/o des 
ganzen Stickstoffs. Die Vertheilung des Stickstoffs auf die 


Spaltungsprodukte des Sturins war hiernach folgende: 


1) Diese Zeitschrift, Bd. XXV, S. 173. 

2) Das Sturin wurde nach der Formel ©,,H,,N,,O,, welche den 
gcenaueste Ausdruck der Analysen ist (diese Zeitschrift Bd. XXV, 5S, 174), 
berechnet. 
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Tabelle I. 
Vertheilung des Stickstoffs unter den Spaltungsprodukten 
des Sturins. 











Stickstoflmenge | Gecammtstick 
in g stoffs 
Gesammtmenge .....e¢e«.ce-ccee 1379; — lOO | — 
A. Basenstickstoff ......e+««s 1155; — &3,7 
Davon a) im Hislidm ...-.+.«.«+s-s ~ 0.163 11.8 
Dy We Be nk ee we — O.876 - | 63.5 
Sy). 0 ee eR ee ee — | O116f — | S84 
8. stickstoff in unbekannter Form . . 0.224; — 163; — 
avon a) 1m Barytniederschlag . . . . . —-- 0.062, > — 1D 
b) im Silberniederschlag (als Bei- | | 
mengung zu den Basen)... . -- 0.052 3.8 
¢) im Filtrat des Lysinpikrats . . 0.110 8.0) 








Die bei der Zersetzung des Sturins entstehenden Mengen 
der Hexonbasen ergeben sich aus folgender Tabelle: 


Tabelle Il. 





Giramm | Procente 


Zersetztes Sturin. . .. | 4,676 100 
Histidin. .. 2... 1 0,602 12.9 
pe rs i 5S.2 
Rs x ee ee RD 0.604 | 12,9 


Dividirt man die ermittelten Gewichtsmengen der drei 
Hexonbasen durch ihre Molekulargewichte, so erhiilt) man 
lolgende Zahlen: Histidin : 3,9: Lysin : 4,1; Arginin : 15,6. 
Hieraus ist zu schliessen. dass die Basen in dem Molekular- 
verhaltniss 1 Mol. Histidin: 1 Mol. Lysin: 4 Mol. Arginin aus 
dem Sturin hervorgehen. 

Die weiteren Schlussfolgerungen aus diesen Ergebnissen 
mogen bis zur Vollendung weiterer im hiesigen Institut) im 
Gange befindlicher Arbeit verschoben werden. 

Vergleichen wir diese Resultate mit den von A. Kossel 


= 


nach den ilteren unvollkommenen Methoden gefundenen Zahlen,') 
so ergibt sich, dass der Argininstickstoff nur wenig von den 
friiheren Ergebnissen abweicht, dass jedoch der Histidin- und 
der Lysinstickstoff friiher durchgehends zu hoch gefunden 
worden sind. Wir sehen davon ab, weitere Betrachtungen 
iiber den «Stickstoff in unbekannter Form» anzustellen, es 
moge jedoch bemerkt werden, dass aus der Vertheilung dieses 
Stickstoffs in die beiden Niederschlige und in das Filtrat des 
Lysinpikrats durchaus nicht der Schluss gezogen werden darf, 
dass neben den Hexonbasen mehrere Spaltungsprodukte aus 
dem Sturin hervorgehen. Es ist wohl moéglich, dass die Zuriick- 
haltung der an sich geringen Mengen stickstoffhaltiger Substanz 
in den Niederschliigen auf Schwierigkeiten des Auswaschens 
beruht oder dass geringe Mengen schwer léslicher, in) den 
Niederschliigen haftender Produkte durch Nebenreactionen ge- 
bildet worden. sind, 


t. Cyclopterin. 

Das von Morkowin?®) im hiesigen Institut) aus den 
Testikeln von Cyclopterus lumpus dargestellte Cyclopterin 
hat ein ganz besonderes Interesse fiir die Beurtheilung des 
Verhiiltnisses der Protamine zu den complexen Eiweissstoffen. 
Wie Morkowin fand, besitzt das Cyclopterin die charakteristi- 
schen Eigenschaften der Protamine, unterscheidet sich jedoch 
von den iibrigen Protaminen dadurch, dass es die Millon’sche 
Reaction in ausgepriigter Weise gibt. Die folgenden Unter- 
suchungen erweisen, dass diejenige Gruppe, welche zu der 
Millon’schen Reaction Veranlassung gibt, bei der Spaltung des 
Cyclopterins als Tyrosin. auftritt, dass hier also derselbe 
aromatische Atomcomplex vorhanden ist, wie bei den Eiweiss- 
korpern im engeren Sinne des Worts. 

Die Darstellung des Cyclopterinsulfats aus den mit Alkohol 
und Aether erschdpften reifen Testikeln des «Seehasen >”) 


1) Diese Zeitschrift, Bd. XXV, S. 185° 

2) Diese Zeitschrift, Bd. XXVIII, S. 313. 

3) Fiir diese Darstellung diente der Rest des von Morkowin 
verarbeiteten Testikelpraparates. 
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wurde ebenso ausgefiihrt, wie bei den iibrigen Protaminen. 
4 Von dem lufttrocknen Cyclopterinsulfat wurden 3,5 g mit einer 
q Mischung von 21 cem. Wasser und 10,5 ccm. concentrirter 
Schwefelsiiture 12 Stunden gekocht. 

Die Loésung enthielt 0.6552) g Stickstoff, entsprechend 
2.2 g Cyclopterin. Nach Entfernung der Schwefelsiiure mit 
Baryt waren in der Lésung nur noch 0,594 g N nachweisbar. 





im Barytniederschlag somit O,O61 d. i. 9,4°/0 des gesammten 
Stickstoffs verblieben. Von dieser Fliissigkeit wurde fiir die 
weitere Analyse soviel enthnommen, wie 0,575 g@ N der ur- 
spriinglichen Losung oder 1,93 ¢@ des zersetzten Cyclopterins 
entsprach. Diese Fliissigkeit wurde auf 20 cem. eingedamprtt 


PP 4 ee epiad 
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und blieb 2 Tage bei Zimmertemperatur stehen. Es schieden 
sich wahrend dieser Zeit Krystallnadeln aus, deren Menge in 
trockenen Zustande 0,1612 g betrug, welche dem Aussehen 
nach Tyrosinnadeln glichen und die Millon’sche Reaction 
gaben. Dieselben wurden nach nochmaligem Umkrvystallisiren 
nach Kjeldahl analysirt. Es siittigen 0.1179 g der Substanz 
6,4 ccm. 4/10 N-Séaure. 
Gefunden Berechnet fiir Tyrosin 
N 76 a 

Auf die ganze Menge berechnet betrug das) Tyrosin 
0.1836 g, also 8,3°%o des zersetzten Cyclopterins: 2,2° 0 des 
gesammten Stickstoffs waren im Tyrosin enthalten. Die vom 
Tyrosin abfiltrirte Fliissigkeit wurde verdiinnt und mit Silber- 
Es sulfat und Baryt gefillt. Die Menge des im Silberniederschlag 
enthaltenen Stickstoffs betrug (aufs Ganze_ berechnet) 0.4434 g. 
Der Niederschlag, in oben beschriebener Weise auf Histidin 
verarbeitet, zeigte sich frei von Histidin. Somit war die 
ganze Menge der im Silberniederschlag vorhandenen Substanz 
auf Arginin zu beziehen. Das Gewicht des gesammten bei diesem 
Versuch entstandenen Arginins betrug hiernach 0,1376 g oder 
62,5°/o des zersetzten Cyclopterins. Die polarimetrische Unter- 
suchung ergab 0,1355 g Arginin oder 61,6°/o des Cyclopterins. 
Nach ersterer Bestimmung waren 67,7°/o des gesammten 
Stickstoffs in Form von Arginin vorhanden. Das Filtrat vom 
Argininniederschlag erwies sich frei von Lysin. 
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Die Vertheilung des Stickstoffs war hiernach folgende: 








Stickstotimenge Procente des 
: Gesammtstick- 
in g stoffs 
Gesammiimenee . kk 8 ae 0.655) — LOO 
Stickstoff des Arginins......... 0443 5 — 67,7 — 
Tyrosine... . +. ses « FORM; — 2,2 — 
Stickstoff unbekannter Form .. .. . . ~ 0198) — 301 
Davon im Barytniederschlag .. ... . — | 0,061] — 04 
Im Filtrat des Lysins ......... 4) — | 04877 — | 27,7 








Die beim Cyclopterin erhaltenen Resultate sind in mehr- 
facher Beziehung liickenhaft. Die zu Gebote stehende Menge 
dos Materials war eine geringe und gestattete keine Wieder- 
holung der Analyse, eine solche wiire aber im Hinblick aul 
die auffallende hohe Zahl des im Barytniederschlag verbliebenen 
Stickstoffs besonders wiinschenswerth. Ferner sind auch die 
Klementaranalysen noch nicht ausreichend, um aus dem Stick- 
stolfgehalt der Flissigkeit die Menge des zur Zersetzung 
benutzten Cyclopterins mit Genauigkeit zu berechnen. 

Diese Resultate sind trotzdem schon jetzt publicirt worden. 
weil die Beschaffung des Ausgangsmaterials von Zufilligkeiten 
abhiingt und weil sich schon aus diesen vorliutigen bBe- 
stimmungen principiell wichtige Schlussfolgerungen  ableiten. 
Diese sind folgende: 1. das Mengenverhiiltniss, in welchem 
das Arginin aus dem Cyclopterin hervorgeht, ist ein so hohes, 
wie es bisher nur bei Protaminen gefunden worden ist. Diese 
Thatsache bestitigt die schon aus den Eigenschaften des 
Cyclopterins gezogene Schlussfolgerung, dass das Cyclopterin 
zu den Protaminen zu rechnen ist; 2. das Cyclopterin gehort 
zu denjenigen Protaminen, welche nur Arginin, kein Histidin 
und Lysin liefern: 3. das Cyclopterin liefert bei der Spaltung 
mehr als 8°%/o Tyrosin. 


). Histon aus Kalbsthymus. 


Die Darstellung des fiir diesen Versuch benutzten Histons 
war folgende: das fein zerhackte Thymusgewebe wurde mit 
















































189 — 


Wasser bet gewohnlicher Temperatur ausgezogen und das 
wiisserige Extract mit Salzsiiure versetzt, bis der Gehalt an 
Salzsiure O,8 °/o betrug. Der Niederschlag wurde = dureh 
Centrifugiren und Filtriren entfernt und das klare Filtrat mit 
Ammoniak gefallt. Das ausgefiillte Histon wurde mit ammoniak- 
haltigem Wasser ausgewaschen, in Alkohol gebracht und sodann 
mit Alkohol, zuletzt mit Aether vollig extrahirt. 

/ur Zersetzung wurden ca. 25 @ der lufttrockenen Sub- 
stanz benutzt, die mit 75 g concentrirter Schwefelsiiure und 
1b0 ¢ Wasser 12 Stunden am Riickflusskiihler gekocht wurden. 
Ks schied sich dabei eine geringe Menge schwarz gefiirbter 
Substanz ab. Dieselbe wurde durch Glaswolle abfiltrirt und 
nach Kjeldahl in ihr der Stickstoff bestimmt. Sie lieferte 
0.033 @ Stickstoff. Das Filtrat von der Huminsubstanz enthielt 


es 


3.528 ¢Stickstoff. Demnach hatte das gesammte zur Zersetzung ge- 
brachte Histon 3,328 + 0,033 — 3,361 g Stickstoff geliefert. 

Die Zersetzungsfliissigkeit wurde durch Barvt vom grossten 
Theil der Schwefelsiiture befreit und der als Ammoniak ab- 
gespaltene Stickstoff durch Destillation mit Magnesia bestimmt. 
Ms waren im Ganzen 0,251 @& Stickstoff im = austreibbaren 
Ammoniak vorhanden. 

Nach der Austreibung des Ammoniaks wurde die Magnesia 
durch Baryt, der Barvt wieder mit Schwefelsiiure abgeschieden, 
die Fliissigkeit auf ein bestimmtes Volumen gebracht und der 
Gehalt an Stickstoff von Neuem bestimmt. Es zeigte sich, 
dass sie jetzt nur noch 2,642 ¢@ Stickstoff besass. Es waren 
tlso 0.468 ¢ Stickstoff an Substanzen gebunden, die mit 
den Baryvt- und Magnesianiederschliigen mitgefallen waren und 
aus denselben sich nicht auswaschen liessen. 

Die von Ammoniak ete. befreite Zersetzungsfliissigkeit 
wurde auf die Hexonbasen verarbeitet. Es wurde Arginin und 
Histidin durch Silbersulfat und Barvt ausgefiillt und ihre 
Trennung, wie vorstehend angegeben ist, vorgenommen. 

Das gewonnene Histidindichlorid zeigte lange Zeit keine 
Neigung zur Krystallisation, erstarrte aber schliesslich fast 
plotzlich zu einer Krvstallmasse, die in ihrem Aussehen merklich 
von den Krystallisationen des gewohnlichen Histidindichlorids 


ne 


abwich. In der erhaltenen Krystallisation wurde der Stickstoff 


bestimmt und da ihre Menge nicht fiir mehrere Analysen 
hinreichte, die gefundene Stickstoffzahl auf Histidin verrechnet. 
Es wurden erhalten 0,060 g N, die 0,222 g freiem Histidin 
entsprechen wirden. 

Das gewonnene Arginin wurde in das neutrale Arginin- 
nitrat tibergeftihrt. Dasselbe krystallisirte bis auf den letzten 
Tropfen. Es unterschied sich in seinem Aussehen, in seiner 
Loslichkeit) ete. nicht von dem = gewoéhnlichen Argininnitrat. 
Das Argininnitrat wurde im Vacuum bis zur Gewichtsconstanz 
getrocknet. Es wurden 3,718 g neutrales Argininnitrat, ent- 


sprechend 2,63 g@  freiem Arginin, mit O,846 g  Stickstoff 


erhalten. 
Das auskrystallisirte Argininnitrat war sofort analysenrein. 
Denn O.295 g der im Vacuum getrockneten Masse _ lieferten 
hei der volumetrischen Stickstoffbestimmung bei 16° C. und 
7#6 mm. Barometerstand 73,2 ccm. Stickstoff. 
Fiir C,H,,N,O, - HNO, + 42 H,O 
Berechnet Gefunden 
N = 28,45 % N == 28.54%. 
Das Filtrat vom Arginin- und Histidinsilber wurde auf 
Lysin verarbeitet. Es wurden erhalten 3,622 g Lysinpikrat, 
entsprechend 1,41 ¢ freiem Lysin mit 0,270 g Stickstoff. 


Vertheilung des Stickstoffs unter den Spaltungs- 
produkten des Thymushistons. 





Procente des 
Stickstoff in g | Gesammtstick- 
stoffs 





Gesammiimenge ..i «6s «© «s+ + «+ » Bee — 100 | — 
A) Basenstickstoff ......-+e.. 1.427 — 42.46; — 
Davon a) im Ammoniak ........ — {0,251 _- 7,46 

b) im Histidin . 2... .. | — [0060] — 1,79 
ee) a ae — | 0,846 — | 29,17 
So) oe eae — 0,270 em | 8.04 

Ih) stickstoff in nicht bestimmter Form [1,934 > — 57,54) — 
Pavon a) unlislich abgeschieden ... . — |0.033 — | 098 


b) in Baryt- und Magnesianieder- | | 
ethlieen «cn cn cea vicn 9 = FOE — | 10m 
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Die Mengenverhiltnisse der aus dem Thymushiston  her- 
vorgehenden Hexonbasen ergeben sich, unter der Voraussetzung, 








dass das Thymushiston 18,35°,0 Stickstoff enthiilt, aus folgender 
4 Tabelle : 
: Gramm | Procente 
Zersetztes Thymushiston — 18,32 1(K) 
Ammonmak ..... + 0.304 1,66 
TR se ke 0,222 1,21 
pe ee 2.63 14,36 
Ss 6 x * ae es 141 rf 
6. Histon aus dem Sperma des Kabeljau. 
Bei der Verarbeitung der reifen Testikeln von Gadus 
Morrhua fand sich statt des Protamins in erheblicher Menge 
ein Eiweisskorper vor, welcher die charakteristischen Eigen- 
| schaften des Histons besass. In dieser Hinsicht weichen also 
die reifen Spermatozoen des Dorsches von denen der  bisher 





untersuchten Fische ab. 

Aus einigen Angaben friiherer Untersucher kann man 
jedoch schliessen, dass das Vorkommen der Histone in den 
Spermatozoen ein verbreitetes ist. Die iltesten Angaben 
Miescher’s') tiber «eine peptonartige Substanz von basischen 
Kigenschaften» in den reifen Testikeln des Karpfens und den 
unreifen Hoden des Lachses sind allerdings so knapp, dass man 
aus ihnen keinen Schluss auf die Natur dieses Kérpers ziehen 
kann: nachdem jedoch die Histone im Jahre 1884 von 
A. Kossel?) als eine eigenartige Gruppe von Eiweisskorpern 
charakterisirt worden war, erschienen auch von Miescher 
im Jahre 1896 genauere Angaben*) tiber den histonartigen 
Korper des unreifen Lachsspermas. Obwohl die Eigenschaften 


1) Verhandlungen der naturforschenden Gesellschaft in Basel Bd. VI, 
S. 138—208, 1874. 

2) Diese Zeitschrift Bd. VIII, 5. 511. 
3) Archiv f. experimentelle Pathologie u. Pharmakologie Bd. 37. 
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und der hohe Stickstoffgehalt mindestens auf eine nahe Ver- 
wandtschaft mit den Histonen schliessen lassen, findet sich in 
der Publication kein Hinweis auf die Aehnlichkeit mit diesen 
Stoffen.')  Erst Mathews?) behauptete die Zugehorigkeit eines 
aus den Spermatozoen von Arbacia dargestellten KOrpers zu 
den Histonen und endlich fand Bang§) in den unreifen Sper- 
matozoen der Makrele einen von ihm zur Histongruppe = ge- 
stellten Korper, den er Scombron nennt. 

Der von uns untersuchte Korper wurde in_ folgender 
Weise aus den Spermatozoen dargestellt. Aus den Testikeln 
des Kabeljan wurden in der friiher beschriebenen*t) Weise die 
Spermatozoen gewonnen und mit Alkohol und Aether extrahirt. 

Die so vorbereiteten getrockneten Massen wurden mit 
verdiinnter Salzsiiure (die im Liter 20 cem. concentrirte Salz- 
siiure enthielt) gut durchgeschiittelt, filtrirt und diese Extraction 
mehrfach wiederholt. Das Filtrat wurde mit Kochsalz ver- 
setzt, bis die Losung fast gesiittigs war, der entstandene Nieder- 
schlag abfiltrir’ und mit gesittigter Kochsalzl6sung ausge- 
waschen. Der Niederschlag wurde jetzt mit Wasser ange- 
rieben, die Fliissigkeit’ in Dialysirschliiuche  gefiillt und 24 
Stunden gegen fliessendes Wasser dialvsirt. Hierbei ging das 
durch Kochsalz gefiillte Histon wieder in Lésung. Aus der 
filtrirten Klaren Losung wurde das Histon jetzt mit Ammoniak 
ausgefillt, mit ammoniakhaltigem Wasser, sodann mit Alkohol 
und zuletzt mit Aether gewaschen. Der so dargestellte Korper, 
den wit als Gadushiston bezeichnen wollen, zeigte die be- 
kannten Reactionen der Histone: zwei nach Kjeldahl aus- 
eefiihrte Stickstoffbestimmungen ergaben einen Stickstoffgehalt 
von 18.65 und 18,64° 0. 


Veber die Ausfiihrung der Analyse sei Folgendes  be- 


1) Anscheinend hat Miescher in dem Verhalten zu Quecksilber- 
chlorid ein Hinderniss gesehen, den von ihm gewonnenen Koérper mit 
dem Histon zu identificiren. 

2) Diese Zeitschrift Bd. XXII, S. 399. 

3) Diese Zeitschrift Bd. XXVIII, S. 463. 

4) Diese Zeitschrift Bd. XXII, S. 178. 
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merkt: 45 g des lufttrockenen Gadushistons wurden mit einer 
Mischung von 137 ¢ concentrirter Schwefelsiiure und 273 cem. 
Wasser 18 Stunden am Riickflusskiihler gekocht. In diesem 
2 Fall schied sich ein Theil der Zersetzungsprodukte in der 
F Weise ab, dass derselbe auf einem Filter gesammelt und aus- 
sewaschen werden konnte. In diesem Niederschlag wurde die 


LES 


Menge des Stickstotfs bestimmt. 
| Das Histidin wurde als Dichlorid bei 40° Im Vacuum 
4 getrocknet. Ebenso wie beim Thymushiston entstanden auch 
: hier Zweifel tiber die Identitiit des Priiparats mit dem Histidin, 
da die Krystalle in ihrem Aussehen und in threr Loslichkeit 


von denen anderer Herkunftt abwichen. Wir sind mit) der 
weiteren Untersuchung dieser Frage beschiftigt.*) 

Die Bestimmung des Arginins wurde in diesem Falle 
nach drei verschiedenen Methoden ausgefiihrt: a) polarimetrisch, 
b) durch Stickstoffbestimmung in derjenigen Fliissigkeit, welche 
nur Arginin enthielt, ¢) durch Wiigung als Arginindinitrat. Die 





polarimetrische Bestimmung gab hier -—— wie in den meisten 
Killen ein niedrigeres Resultat, wiihrend Wiigung und 


Kjeldahl-Bestimmung gut iibereinstimmten. Es ist dies aus 
folgender Zusammenstellung ersichtlich. 








Arginin in 
Arginin Procenten 
in ¢g des 
Histons 
Polarmetrisch .« « « s+ «© «3 D0 14.28 
Durch Kjeldahl-Bestimmung —. D8 15.52 
Durch Wiigung des Dinitrats . 6.04 15.61 





Die Untersuchung des durch Phosphorwolframsiiure er- 
zeugten Niederschlages ergab das bemerkenswerthe Resultat, 
dass in diesem Falle nur etwa die Hilfte des darin enthaltenen 


1) Es ist bemerkenswerth, dass Lawrow bei der polarimetrischen 
(ntersuchung des aus Histon dargestellten Histidinchlorids ungefiihr die 
‘leichen Werthe fand. wie A. Kossel fir das Histidin anderer Herkunft 
trotz Lawrow’s gegenthetliger Bemerkungen. diese Zeitschr. Bd. XXVIII, 


>. SYS). 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XXXII. 





























Der Stickstoffgehalt 
dieses Niederschlages betrug niimlich 1,215 g, wiihrend daraus 
nur 3,20 g¢ Lysin mit 0.614 g Stickstoff enthalten war. Aus 
der vom Lysin vollig befreiten Fliissigkeit liess sich eine be- 
traichtliche Menge stickstoffhaltiger organischer Substanz ge- 


Stickstoffs auf Lysin zu beziehen war. 


winnen, die durch Phosphorwolframsiure nicht fillbar, also 
bei der vorhergehenden Phosphorwolframsiéurefiillung nur 
mitgerissen war. Die eingedampfte Fliissigheit gab Millon’s 
Reaction und lieferte eine erhebliche Menge von Krystallen, 
welche den Knollen des Leucins und homologen Monoamido- 
siiuren glichen. 

Die Vertheilung des Stickstoffs unter den Spaltungs- 
produkten des Gadushistons ist aus folgender Tabelle = zu 


ersehen. 


Vertheilung des Stickstoffs unter den Spaltungsprodukten des 
Gadushistons. 








Prccwnte des 
Stickstoff in g | Gesammtstick- 
stoffs 
Gesammimenge ....+.+:s+e*s © 2% 7.165 100 
A) Basen-Stieketof. . .. « +e © & 3.022 42.0 
Davon a) im Ammoniak a a 0,239 53 
b) imetielidin. . . 2c aww as 0,247 | | 33 
cam Arginin (Kjeldahl-Bestimmg.) | 1,926. | 26,9 
d)im Lysin .....--666.- | 0,614 | | 85 
| | 
Ih) Stickstoff in nicht bestimmter Form . 4.143 | | 98,0 
Davon a) unléslich abgeschieden . . . . 0,060 OS 
hb) im ersten Baryt-Niederschlag. 0.189 | 2.6 
c} im Magnesia-Baryt-Niederschlag 0.177 2.4 
d) im Silberniederschlag (Beimeng- 
une Ger Basen). « « «<«-« «% 0.397 5,5 
e) im Phosphorwolframsiure- | 
Niederschlag neben Lysin. . . _ 0,601 | 8.4 
[) ea kk we kk we we et | 2,719 | 383 
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Die Mengenverhiiltnisse der aus dem Gadushiston her- 
vorgehenden Hexonbasen ergeben sich aus der folgenden Zu- 


sammenstellung. 








Gramm Procente 
Zersetztes Gadushiston. . . . 38,52 100 
a a a 0.286 0.74 
Histidin ... writes tae tin SOs 0.91 2.34 
Arginin | Kjeldahl-Bestimmung) 5,98 | 15,52 
MO «+ &o & ® G2 3,20 8.30 





7. Glutencasein. 

Zu weiteren Versuchen dienten Kiweissstoffe pflanzlichen 
Ursprungs und zwar das Glutencasein, Glutenfibrin und Mucedin, 
welche nach Ritthausen’s Vorschriften!) aus Weizenmehl 
dargestellt wurden und Zein aus Maismehl. Fir die Wahl 
dieser Eiweissstoffe war zuniichst der Wunsch massgebend, 
moOglichst verschiedenartige Typen von Eiweissstoffen den Unter- 
suchungen zu unterwerfen, um festzustellen, wie weit sich die 
Verschiedenheiten beziiglich des Vorkommens der Hexonbasen 
erstrecken. 

Das Glutencasein wurde zugleich benutzt, um den Ein- 
fluss der Spaltungsmethode auf die Menge der Hexonbasen 
zu untersuchen. Zu diesem Zweck wurden von einem Prii- 
parat des Glutencaseins drei Portionen von 45-—-Ad0 g ent- 
nommen. Die erste Portion wurde durch 12stiindiges Kochen 
mit Jodwasserstoff gespalten und nach dem oben S. 178 be- 
schriebenen Verfahren weiter verarbeitet, die Spaltung der 
zweiten Portion wurde durch stirkere, die der dritten durch 
schwichere Schwefelsiiure ausgefiihrt. 


A. Spaltung mit Jodwasserstoff sure. 


Die Vertheilung des Stickstoffs der Spaltungsprodukte 
ergiebt sich aus folgender Tabelle. 


1) Ritthausen, Die Eiweisskérper der Getreidearten, Hilsene 
friichte und Oelsamen. Bonn 1872. 
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Stickstoff in g 


Procente des 
Gesammtstick- 





° stoffs 
Gesammtmenge ee ie ‘ 7.623 LOO 
A) Rasenm-Sticesiog : . 1. i wee ee OS 2,418 81.6 
Davon a) im Ammoniak ........ 1.455 13.9 
bye BL wc ee EY O.114 1d 
Ao. 0.676 8.9 
GC) VAM... sk eee we em O.173 2,9 
B) Stickstoff in nicht bestimmter Form . 5.205 OHS. 
Davon a) im Blei-Niederschlag ... . 0.732 9,9 
b: nach Entfernung des Bleis  ab- 
geschieden (Tyrosin) . ’ 0.095 1,2 
¢) im Magnesia-Baryt - Niederschlag O.L70 22 
d) Beimengung der Basen im Silber- 
Niederschlag 0.229 0 
e) neben Lysinim Phosphorwolfram- 
siiture-Niederschlag . . . 2. 6 e 0,272 3.6 
f) im Filtrat. 3.687 tS.4 





Die Mengenverhiiltnisse der Spaltungsprodukte sind  fol- 


gende : 





Gramm 


Procente 





Zersetztes Glutencasein .. 
Ammoniak 

DGGE oc see 6 a te 
Arginin . 


Lysin 





b. Spaltung des Glutencaseins mit. stdrkerer Schirefelsdure. 


Ks wurden ca. 5% @ lufttrockener Substanz mit 162 cem. 
concentrirter Schwefelsiiure und 324 cem. Wasser 12> Stunden 


am Riickflusskiihler gekocht. 


Die Isolirung der Spaltungs- 


produkte geschah nach vorstehend geschildertem Verfahren. 
Die Vertheilung des Stickstoffs der Spaltungsprodukte ergibt 


sich aus folgender Tabelle. 
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Vertheilung des Stickstoffs auf die Spaltungsprodukte 


des Gluteneaseins 


(Spaltung mit stiirkerer Schwefelsiiure). 





Stickstoff in g 





Giesammtmenge. .. . 
A. Basenstickstoff . 
Davon a) im Ammoniak . 
b) im Histidin 
c) im Arginin 
@) im Lysim ... «+ 


B. stickstoff in nicht bestimmter 


Form . 


Davon a) 
b) 


im Barytniederschlag 
in den  Magnesiabaryt- 


niederschligen .. 


| Beimengung der Basen im 


Silberniederschlag .« 





4,999 
1.906 
0.919 
— 0.102 
0,669 
0.216 
6,093 
— | 1,251 
| 0,058 
— | 0.319 


Procente 
des Gesammt 
stickstoffs 

LOO 
23,87 
11.49 
- 1.28 
8.4 
— 2.7 
76.13 _ 
15.64 
sine (),72 
- 3,99 





Die Mengenverhiltnisse der Spaltungsprodukte ergeben 


sich aus folgender Zusammenstellung. 


Das Glutencasein besass 


16,20°/o Stickstoff (bei 120° bis zur Gewichtsconstanz ge- 


trocknet),. 


Es berechnet sich daraus: 





Gramm 


Procente 





Zersetztes Glutencasein . 


Ammoniak 
Histidin . 
IE sk. el A os 


ae 





49 35 
1.116 
0.377 
2,079 


1,128 


100 


2,26 


2,2 
0,76 
4,2 


299 


— it 


C. Spaltung des Glutencaseins mit schwiicherer Schwefelsdure. 


Es wurden ca. 50 g lufttrockener Substanz mit 150 Gramm 
concentrirter Schwefelséure und 300 g Wasser 8 Stunden am 





Rickflussktihler gekocht. 


Die folgende Tabelle zeigt die Ver- 
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theilung des Stickstoffs auf die verschiedenen Spaltungspro- 


dukte. 


Vertheilung des Stickstoffs auf die Spaltungsprodukte 
des Glutencaseins 


(Spaltung mit schwiicherer Schwefelsaure |, 





Stickstoff in g 





(resammtmenge . aa 
A. Basenstickstoff. 2). 
Davon a) im Ammoniak 1) 
b) im Histidin 

ce) im Arginin 


d) im Lysin 


I. Stickstoff ino nicht) bestimmter 

Form ae an 

Davon im Baryt- und Magnesia- 
niederschlag .o. . . 





7,368 


2,0179 


Procente 
des (esammt- 
stickstoffs 
100 
_ 27,39 
0,9874 | — 13.40 
0.1735 : 2.39 
aii 72.6) soi 





Die Mengenverhiiltnisse der Spaltungsprodukte zeigt nach- 


stehende Zusammenstellung: 








Gramm | Procente 
Zersetztes Glutincasein . | 40,40 LOO 
Ammoniak ... 1.199 2.64 
Histidin . 0.7097 1.56 
Ave «ss «© « « « 2.065 t4 
Lysin 0.9047 2.0) 





Auffiallig ist, dass bei der Spaltung des Glutincaseins mit 


schwiicherer Schwefelsiiture und bei kiirzerer Einwirkung der 


1) Um zu sehen. ob bei 


der Destillation 


des Ammoniaks andere 


fliichtige Basen mitgingen, wurde von einem Theil der Zersetzungs- 


fliissigkeit das itibergetriebene Ammoniak 
Wiigung gebracht. 


13,34° 





Gewichtsanalytisch wurden 0.9832. g 
' des Gesammtstickstoffs als an Ammoniak gebunden nachgewiesen. 


als 


Ammoniumechlorid zur 
Stickstoff = 
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Siiure mehr Ammoniak abgespalten wurde, wie durch. stirkere 


Sschwefelsiure. Addirt man jedoch in beiden Fiillen den 
Huminstickstoff und den Ammoniakstickstoltf, so erhiilt man 
<chr annahernd die gleiche Zahl, denn bei der Spaltung durch 
schwiichere Schwefelsiiture sind im Huminstickstoff 14,78° 0, 
im Ammoniakstickstoff 13,4°/o, also zusammen 28,18 ° 0 des 
Gesammtstickstoffs enthalten. Bei der Spaltung mit  stirkerer 
Schwefelsiiure fanden wir in den Huminsubstanzen 16,36° 0, 
im Ammoniak 11,49°/o0, also zusammen 27.85° 0 des Gesammt- 
stickstoffs vor. Es liegt danach der Gedanke nahe, dass, 
fihnlich wie in den Versuchen von Udransky,*) ein Theil des 
ber der Spaltung gebildeten Ammoniaks unter der Einwirkung 
der stiirkeren Siiure an die Huminsubstanzen getreten ist.. 


Glutenfibrin. 


Es wurden ca. 50 @ lufttrockene Substanz mit) 150 ¢ 
concentrirter Schwefelsiure und 300 ¢ Wasser 1% Stunden 
am Riickflusskthler gekocht. Ueber die erhaltenen Spaltungs- 
produkte geben die nachstehenden Tabellen Aufschluss.  Be- 
ziiglich des Lysins, das weder aus dem Glutenfibrin noeh den 
(ibrigen in Alkohol léslichen pflanzlichen Eiweissk6rpern isolirt 
werden konnte, ist noch zu bemerken, dass, als wir versuchten, 
aus dem Filtrat von der Silberfillung durch Phosphorwolfram- 
siure eimen Niederschlag zu erzeugen, wir erst auf Zusatz 
eines starken Ueberschusses von Phosphorwolframsiiure einen 
solchen erhielten. Derselbe schied sich jedoch nicht wie ge- 
wOhnlich kérnig ab, sondern als schmieriger, stark gefiirbter 
Svrup, der auch nach langerem Stehen nicht fest wurde. Bet 
seiner Zersetzung vermochten wir nur Leacin und Tyrosin, 
aber kein Lysin zu gewinnen. Die tibrigen alkoholloslichen 
pflanzlichen Eiweisskérner gaben nach der Entfernung des 
Histidins und Arginins mit Phosphorwolframsiiure Niederschlige, 
die sich dem eben geschilderten durchaus fihnlich verhielten. 
Auch aus ihnen liess sich wohl Leucin und Tyrosin, aber kein 
Lysin isoliren. 


1) Diese Zeitschrift, Bd. XII, S. 42 u. f. 
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Die Mengenverhiltnisse der Spaltungsprodukte sind fol- 
gende: Das Glutenfibrin enthielt bei 120° C. getrocknet 17,05° 
stickstofh, Danach berechnet sich: 








Gramm | Procente 
Zersetztes Gutenfibrin . | 44.76 LOO 
Ammoniak . . . . : 1741 A809 
ee. el ee Es 0.684 {53 
Ree. sw Ss SE 1.363 3.05 
Msc «oo oa es ee () 





Vertheilung des Stickstoffs auf die Spaltungsprodukte 
des Glutenfibrins. 








Procente 
Stickstoff in g des Gesammt- 
stickstoffs 
| 
Gesammtmenge. ... 3... . . . | 7,632 | 100 — 
A. Basenstickstoff . tena «= ee 26,96 — 
Davon a) im Ammoniak. .. . . . ao | 1454 — | 18,78 
b) im ‘Hisfidin. . 2... — [ORT — | Be 
eee) — | 0.4386 vie SS 
ee ae — |0 1 0 
B. Stickstoff in) nicht bestimmter 
FORM 6s cn kd 6 ee ww ow ws Se 73.04 | 
Davon in den Baryt- und Magnesia- | 
miederscnia@enm . « «2 s+ we * s _— 0.823 - 10.75 








Gliadin. 


Von Gliadin wurden ca. 50 ¢ lufttrockene Substanz mit 
150g concentrirter Schwefelsiiure und 300 g Wasser 14 Stunden 
am Riickflusskiihler gekocht. Beziiglich der gewonnenen Zer- 
setzungsprodukte siehe die Tabellen. 

Das zur Zersetzung gebrachte Gliadin enthielt bei 120° C. 
getrocknet 17,25°/0 Stickstoff. Danach berechnen sich folgende 
Mengenverhiiltnisse fiir die Zersetzungsprodukte des Gliadins: 
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Gramm 


Procente 





Zersetztes Gliadin 
Ammomak .... 
Histidin . 

Arginin . 


LYS. «6 ss 





43.60 
1.751 
0.524 
1.199 
() 


LOO 


Vertheilung des Stickstoffs auf die Spaltungsprodukte 
des Gliadins. 





Stickstoff in g 





Gesamintmenge . ; 

A. Basenstickstoff. . 
Davon a) im Ammoniak. . . 
b) im Histidin . 

c) im Arginin 





TOLY9 


1.9941 


Gy i EE 6. eb we eR 
B. Stickstoff in nicht bestimmter 
Form . , > a . | 35,5249 
Davon im Baryt- und Magnesia- 
niederschlag - 
Mucedin.. 


Procente 
des Gesammt- 
stickstoffs 
LOO 
26,52 
1 467 -- 1951 
0.1421 1,89 
O.38)D 5,12 
0) () 
| 
- 73,48 | 
| 
0,886 — | 11,78 





Ungefiithr 50 ¢ der lufttrockenen Substanz wurden mit 
150 g concentrirter Schwefelsiiure und 300 g Wasser 14 Stunden 


am Riickflusskiihler gekocht. 


berechnet sich: 


Beziiglich der Vertheilung der 
einzelnen Spaltungsprodukte siehe nachstehende Tabellen. 
Mucedin enthielt bei 120° C. getrocknet 16,82°/o N. 


Das 
Danach 








Gramm | Procente 
Zersetztes Mucedin . 44.18 100 
Ammoniak 1.868 4,23 
Histidin . 0,188 0.43 
APS 6 ws ww se so ee 3,13 
a ae 0) 0) 














— 202 





Vertheilung des Stickstoffs auf die einzelnen 
Spaltungsprodukte des Mucedins. 





Procente 
Stickstoff in g des Gesammt- 
stickstoffs 





Gesammtmenge . 7,432 | — Low --- 
A. Basenstickstoff. 2. 0. 0.0.08. 2.0343 | aes 27.38 a 
Davon a) im Ammoniak . .. .. — | 1,5385 _ 20,70 
b) ami Mistidm . . . . s «4 -- | 0,0510 0.69 
c) im Argimim .. . . 6» 4 — | 04448 D9 

d) im Lysin . ea ae ee ae © | - () 


Bs. Stickstoff in nicht bestimmeter | 


Pomme. «i se ss se we ee See _— 72.62 one 
Davon im Baryt- und Magnesia- | 
miederschiagm . « «6 «wt we * — 0.7695 LO.36 








Zein. 

Withrend sich die tibrigen pflanzlichen Eiweisskorper unter 
Aufwendune reichlicher Mengen Alkohols in’ Form weisser, 
staubfeiner Pulver gewinnen liessen, vermochten wir das Zein 
schliesslich nur als hornartige Masse darzustellen, die = sich 
nicht ganz von eingeschlossenem Alkohol befreien liess. Wir 
benutzten ca. 42 ¢ der tiber Schwefelsiiure getrockneten Sub- 
stanz zur Zersetzung. Dieselben wurden mit 125 @ concentrirter 
Schwefelsiture und 252 @ Wasser withrend 14 Stunden am 
Riickflusskiihler gekocht. Beziiglich der erhaltenen Spaltungs- 


produkte siehe die Tabellen : 





Gramm | Procente 





Zersetztes Zein!) . . 30,82 100 
Ammoniak .... . 0.789 | 2,56 
Mietrgim . 2 « « -: 0,250 O81 
Arginin.... _ 0.562 1,82 
Lysin. . . ae () 0) 


1) Die Berechnung wurde ausgefiihrt, indem nach Ritthausen s 
Angabe fiir Zein ein Gehalt von 15,58°/oN angenommen wurde. 
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Vertheilung des Stickstoffs auf die Spaltungsprodukte 
des Zein. 











Stickstoff Procente des 
in Gramm. — 
Gesammtmenge .......+-e«e«-+ + | 4802 | Loo 
A. Basen-Stickstoff........ . |0,8981 [8.70 
avon a) im Ammoniak . 5 Spa O.6497 13.55 
2 re 0.0677 1+ 
¢) im Argimm.. .. « tien 5 0.1807 D760 
GC) 7 GIG ae a ecamet 0) () 
B. Stickstoff in nicht bestimmter Form | 3.9039 $1.30 
Davon im Baryt-Magnesia-Niederschlag 0.563 | P1838 


Leim. 

Fir die Untersuchung wurde feine  kiiufliche Gelatine 
verwandt. 

Der Nachweis des Histidins und Lysins wurde nur quali- 
lativ geftihrt, er fiel ftir beide Substanzen positiv aus, und 
zwar erwies sich die Menge des Histidins als sehr gering, die 
des Lysins hingegen als recht betrachtlich. ?) Es wurden zwei 
Versuche angestellt: im ersten Falle wurde die Spaltung mil 
Schwefelsiiure, im zweiten mit Jodwasserstoff bewirkt. 

A. Spaltung mit Schirefelsdure. 

DO ¢ lufttrockne Gelatine wurden mit einer Mischung von 
0 cem. concentrirter Schwefelsiiture und 100° cem. Wasser 
2) Stunden am Riickflusskiihler gekocht. 

Die Bestimmung des Arginins wurde nach Entfernung 
des Histidins mit Hiilfe der Stickstoffbestimmung ausgefiihrt. 
Die polarimetrische Bestimmung fiel bei diesem Versuch viel 
Zu niedrig aus, 

B. Spaltung mit Jodiasserstoff. 
dO g lufttrockne Gelatine wurde mit 150 g Jodwasserstoff- 


» 


saure 3 Stunden am Riickflusskiihler gekocht. 


“) Die Menge des Lysins betrug im Versuch B etwa 5—6°o des 
trocknen Leims. 
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DieResultate ergeben sich aus folgender Zusammenstellung : 





Stickstoffmengen 
in Gramm 


Spaltung Spaltung 


Spaltung 


Procente des 
Gesammitstickstoffs 


Spaltung 








mit mit mit mit 
Schwefel- | Jodwasser- | Schwefel- Jodwasser- 
siure stoff saure stott 
Gesammt-Stickstolf . 7.000 7.070 100 LOO 
Ammoniak-Stickstoff 0,098 O,1918 14 2,7 
Arginin-Stickstoff (Kyeldaht- | 
Bestimmung). 1.1614 | 1,014 16.6 14.3 


Fir die Berechnung der gefundenen Argininmenge aul 
a) a) 


Procente des 


fundene Stickstoffgehalt des Leims: 


untersuchten 


Leims 


Hiernach erhalt man folgende Tabelle: 


wurde der 
18,12°o zu Grunde gelegt. 


von Paal ge- 








Gefundene 
Gewichts' engen 


Gewichts-Procente 





Spaltung Spaltung - Spaltung Spaltung 
mit mit mit | mit 
Schwefel- | Jodwasser- [| Schwefel- | Jodwasser- 
siure stoff saure | stotf 
Gespaltener Leim 38,7 —— -B9.02 LOO LOO 
Ammoniak O119 0,233 0,3 0.6 
Arginin: 
a) polarimetriseh . 3,17 
b) Kyeldahl-Bestimmung . 3.61 3,15 Q 3 8.1 
c) Wiigung als Dinitrat 3.17 





Die polarimetrische Bestimmung stimmte in diesem Falle 
genau mit der Kjeldahl-Bestimmung und der Wiigung als 


Dinitrat tberein. 


Die Jodwasserstoffspaltung hatte in diesem Falle weniger 


Arginin geliefert als die Spaltung mit Schwefelsaure, Es  liisst 


sich aus diesen Versuchen nicht ersehen, ob die erstere uberhaup! 


weniger tiefgreifend gewesen war oder ob sich ein Theil des 


Arginins durch nachtriigliche Einwirkung wieder zersetzt hatte. 


Hingegen 
casein durch 


durch Schwefelsiiure. 


war hier wie bel 
Jodwasserstoff 


dem 
mehr 


Versuch 
Ammoniak  gebildet, 


mit Gluten- 
WIe 
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Elastin. 


Qualitativ wurden weiterhin die Spaltungsprodukte des 
Elastins auf das Vorhandensein von Lysin untersucht. Es war 
die Frage, ob sich Lysin aus dem Elastin bildet, besonders des- 
halb von Interesse, weil seiner Zeit die Frage, ob iiberhaupt 
Hexonbasen aus dem Elastin gebildet werden, zur Discussion 
cekommen war.!) Es gelang uns damals, zuniachst das Arginin 
nachzuweisen. Aus den Filtraten vom Argininsilber stellten 
wir dann spiter nach dem Verfahren Kossels das Lysin- 
pikrat dar. Die Ausbeute an demselben war eine geringe. 
Die Analyse desselben lieferte fiir Lysinpikrat gut stimmende 
Zahlen. 0.2052 ¢ Substanz gaben bei der Verbrennung 0.2844 ¢ 
Kohlensiiure und 0,0853 ¢ Wasser. 

Fir C,H,,N,O,° C,H,N,O,. 


Berechnet: (refunden: 
(= 3B8.40° (; S3S.1S8 
H $.93°/o H= 4.69° 
Spongin. 


Mehrfach gespalten haben wir sowohl mit) Salzsiiure 
wie mit Schwetelsiiure gréssere Mengen sorgfiiltig gereinigtes 
Spongin und die Spaltungsprodukte auf die verschiedenen 
Hexonbasen untersucht. In keinem Fall vermochten wir Hi- 
-tidin zu isoliren. Allerdings hatten wir damals noch nicht die 
in Vorstehenden mitgetheilte Methode zur Trennung des 
listidins und Arginins ausgearbeitet, und es ist moOglich, dass 


es spater vielleicht doch noch = gelingt, Histidin unter den 


7 Spaltungsprodukten des Spongins nachzuweisen. Stets reichlich, 
“4 vleichetilig ob wir mit) Salzsiture oder Schwefelsiiure das 
Spongin. zersetzten, erhielten wir Arginin und Lysin | Arginin 
r 9—O6 g, Lysin 3—4 g¢ auf 100 @ luftrockenes Spongin). Dass 
‘ “ich das erhaltene Arginin and Lysin des Spongins in nichts von 
‘ lem gewohnlichen Arginin und Lysin unterschieden, bestiitigten 
e uns die Analyse und die polarimetrischen Untersuchungen, 
Es gaben O.465 @ Argininnitrat ber 19° CG und 746 mim 
- barometerstand 41,6 com. Stickstolf. 
iC 


1) hese Zeitschrift, Bd. NNV. S. SOL. 
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Fiir ©,H,,N,O,* HNO,+-'l2 H,O. 
Berechnet : Gefunden : 
N = 28.45 %/o N = 28,61 %o. 
Das Lysin wurde als Lysindichlorid zur Analyse gebracht. 
Berechnet: Gefunden: 
32,34 32.49% CL. 
Die polarimetrischen Bestimmungen des Lysindichlorids 
sind von Henderson ausgeftihrt worden. ') 
(Beziiglich des Glutaminsiiure-Gehaltes siehe Nachtrag.) 


Zusammenfassung der Ergebnisse und Schlussfolgerungen. 


Die von uns durch Spaltung mit Schwefelsiiure erhaltenen 
Zahlen lassen sich in der auf Seite 207 befindlichen Tabelle 
zusaummenfassen, 

Sonstige Bestimmungen des Arginins unter den = Zer- 
setzungsprodukten der Eiweisskorper liegen nur sehr wenige 
vor. Hedin,*?; durch dessen Untersuchungen tiberhaupt zuers! 
vezeigt worden ist, dass das von E. Schulze und Steige) 
entdeckte Arginin aus dem Eiweiss hervorgeht, hat auch An- 
gaben iiber die Mengenverhiiltnisse gemacht, die jedoch von 
ihm selbst als Minimalwerthe bezeichnet werden. Nach dem 
Verfahren von Hedin hat auch Schulze?) das Arginin aus 
pllanzlichen Eiweisskorpern dargestellt und gefunden, dass dic 
Kiweisssubstanz aus den Samen von Picea excelsa_ sovie! 
Arginin liefert, dass 20,7°/o ihres Stickstoffs in dieser Form 
abgespalten werden. 100 Theile dieser Proteinsubstanz liefern 
mehr als 10 Theile Arginin. Ungefiihr ebenso gross war dic 
Ausbeute aus einer Proteinsubstanz des Samens von Abics 
pectinata. Etwa *s des durch Phosphorwolframsdure fallbaren 
Stickstoffs entfallen auf Arginin. Diese Ergebnisse wiirden 
den betreffenden pflanzlichen Eiweissstoffen in obiger ‘Tabelle 
einen Platz zwischen den Histonen und dem Leim = anweiseun. 


1, Jiese Zeitschrift, Bd. XXIX, S. 320. 
2, Diese Zeitschrift, Bd. XXII, S. 155. 
3, Diese Zeitschrift. Bd. XXIV. S. 276, Bd. XXVY, S. 360. 
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Wir konnen die Bindungsweise des Stickstoffs in den 
Kiweisskorpern in folgender Weise eintheilen. 

1. Die harnstoffbildende Gruppe (mit Diamidovaleriansiiure 
vereinigt im Arginin), 

2. Die Gruppe der Diamidosiiuren (Diamidovaleriansiure 
im Arginin, Diamidocapronsiiure). 

3. Die Gruppe der Monoamidosiiuren (Leucin und Homo- 
loge, Asparaginsiiture und Homologe, Tyrosin, Phenylamido- 
propionsiiure, Amidothiomilchsiiure und deren Disulfid.?) 

t. Die Ammoniak bildende Gruppe (noch unbekannt). 

Hierzu komme vielleicht noch die huminbildende Gruppe 
als fiinfte hinzu. Die Existenz der letzteren als stickstoff- 
haltige Gruppe ist aber zweifelhaft, da es modglich ist, dass 
der Stickstoffgehalt der Huminsubstanzen nur auf einer Neben- 
reaction beruht.?) 

Dass bei der Spaltung mit Siuren ein Theil der Diamido- 
<iituren mit der harnstoffbildenden Gruppe vereinigt als Arginin 
auftritt, ist eine Thatsache, die vom Standpunkte obiger Ein- 
theilung als eine nebensiiehliche erscheinen muss. Wiirde die 
Spaltung durch Alkali ausgefiihrt sein, so wiirden beide Gruppen 
eesondert erscheimen., 

Jede der vier Gruppen muss im Stoffwechsel der Orga- 
nismen thre besondere Rolle spielen und da der Gehalt der 
Kiweisskorper an diesen Gruppen nach unsern Untersuchungen 
ein sehr verschiedener ist, so wird man hieraus auf eine ver- 
schiedene physiologische Werthigkeit) verschiedener Eiwelss- 
arten schliessen miissen. Vom physiologischen Standpunkt 
aus ist es besonders interessant, den Gehalt der verschiedenen 
KiweisskOrper an der harnstoffbildenden Gruppe festzustellen 
oder aus unsern Untersuchungen zu berechnen, wie viel Harn- 
stoff aus jedem der oben genannten Eiweisskérper durch 
blosse Spaltung hervorgehen kann, Die Resultate ‘dieser Be- 


1) Diese Zeitschrift. Bd. XXVIII S. 595. 
2) Nach Udransky (diese Zeitschrift, Bd. XI, 8. 42 u. f.) kénnen 
die Huminsubstanzen iin Momente ihrer Entstehung Ammoniak aufnehmen. 
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rechnung sind in der folgenden Tabelle zusammengestellt, bei 
deren Verwerthung tibrigens nicht tibersehen werden dart, 
dass sie nur die bis jetzt thatsichlich gefundenen Mengen 
Harnstoff und Diamidosiiure-Stickstoff darstellt. Es ist die 
Moglichkeit nicht auszuschliessen, dass diese Mengen in Wirk- 
lichkeit etwas grésser sind und dass bei Verfeinerung unserer 
Methoden noch weitere harnstoffbildende Gruppen oder Diamido- 
siiuren aufgefunden werden. Speciell gilt dies beziiglich des 
Histidins, dessen Constitution noch unbekannt, dessen Menge 
aber auch bei den meisten Eiweisskorpern sehr gering ist. 
Ferner wird man mit dem Vorkommen der von Drechsel beim 
Casein aufgefundenen Diamidoessigsiiure zu rechnen haben. 





100 g 
| der betreffenden Procente des Gesammtstickstoffs 
Kiweisssubstanz | 
liefern 
an Harnstoff | — i in der 
Diamidosaure- 


| 

| | P a ] 
durch Spaltung | 

| : ” | Harnstoffgruppe | 





g gruppe 
DE & oe ee aaa 29), 1 439 | 43,9 

| CO 4k 4 6 wee ee A 284 41,8 41,8 
Cyclopterin . - we es Nes 21,5 33,8 | 35.8 

, SHWE 4. Gwe & % oe 201 21,7 (30.1) 
Histon (Thymus) .... a0 12.6 20.5 
Histon (Kabeljau-Testikel) a3 13.5 22,0 
eo eae 3.2 8.3 Nicht bestimmt 

| Glutencasein ...... 1d t+ 6.9 
Glutenfibrin. ...... 1.0 2.9 2.9 

; MOCEGM . « 4 ke © @ OS 1,1 3,0 30 

‘ ! eens « & we’ s See 1,0 2.) 2.9 

{ Ms 2-4 os @ hues 0.9 1 1 

} ; ; - , 

Die vorliegende Tabelle zeigt, dass der Organismus ver- 
schiedenartige chemische Leistungen zu vollziehen hat, wenn 

' er aus den gleichen Mengen Stickstoff des einen oder des 
anderen EiweisskOrpers Harnstoff bildet. Im Histon ist bereits 
13—14°/o des Stickstoffs in solcher Form vorhanden, dass 
derselbe durch blosse Hydration in Harnstoff tibergeht, im 

n Zein oder in gewissen Eiweissstoffen des Weizenklebers muss 

r fast die ganze Menge des Harnstoffs aus Monoamidosiiuren 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XXXII. 14 
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und aus der uns noch unbekannten ammoniakbildenden Gruppe 
bereitet werden. 


If. 

Durch unsere Analysen wird die von A. Kossel aus- 
gesprochene Auffassung der Protamine als der einfachsten 
Kiweisskorper bestiitigt. Besonders werthvoll ist in’ dieser 
Hinsicht die Auffindung eines tyrosinbildenden Protamins, des 
Cyclopterins, welches seine Verwandtschaft mit den Eiweiss- 
kOrpern durch zwei charakteristische Reactionen: die Biuret- 
reaction und die Millon sche Reaction auch dusserlich verrath. 
Das Cyclopterin zeigt also einerseits seine nahen Beziehungen 
zum Eiweiss sehr deutlich, kann aber andererseits nicht von 
den Protaminen getrennt werden. Ein durchgreifender quali- 
tativer Unterschied zwischen Protaminen und complexen Eiweiss- 
stoffen in Bezug auf die Constitution ergibt sich aus den bis- 
herigen Beobachtungen nicht, da die ammoniakbildende Gruppe 
und der Schwefelgehalt, die den Protaminen fehlen, bei ge- 
wissen Eiweissstoffen ebenfalls auf ein Minimum $herabsinken. 

IV. 

Die Histone sind von den tibrigen Eiweissstoffen im 
Wesentlichen durch zwei Eigenschaften ausgezeichnet, die sich 
offenbar gegenseitig bedingen, niimlich durch ihren hohen 
Gehalt an Hexonbasen und durch die basische Eigenschatt 
des ganzen Molekiils. Letztere steht wiederum in engem 
Zusammenhang mit der Fiillbarkeit durch Ammoniak, welche 
von A. Kossel bei der Aufstellung dieser Eiweissgruppe als 
charakteristisches Merkmal angefiihrt worden ist.!) Die basischen 
Kigenschaften bewirken auch, dass die Histone mit gewissen 
eiweissfiillenden Siuren auch dann Verbindungen eingehen, 
wenn eine Base zugegen ist. 

Die Erkkirung dieser zuerst von A. Kossel?) fiir basische 


1) Diese Zeitschrift, Bd. VIII, S. 511. 
2) Diese Zeitschrift. Bd. XXV, S. 168, vgl. auch Mathews. Diese 
Zeitschrift, Bd. 23, S. 402; spiiter hat Bang diese Reactionen bei den 
Histonen noch einmal hervorgehoben (diese Zeitschrift, Bd. XXVII, 5. 463). 
































3€ 





211 — 


Kiweisskorper angegebenen Reaction ist eine sehr naheliegende. 
Kin Eiweisskorper wird im Stande sein, sich mit Ferrocyan- 
kalium in neutraler LOsung umzusetzen, wenn er hinreichende 
basische Eigenschaften besitzt, um das Kalium aus der Ver- 
bindung mit Ferrocyanwasserstoffsiiure zuniichst  theilweise 
zu verdrangen. Stehen dem Eiweisskérper nicht geniigende 
basische Eigenschaften zur Verfiigung, so wird die Umsetzung 
nur dann stattfinden, wenn eine andere Siure, etwa Essigsiiure, 
zugegen ist, die sich an der Bindung des Kaliums betheiligt 


oder die — wie Cohnheim und Krieger neuerdings hervor- 
gehoben haben!) — das Eiweiss nach Art einer Pseudobase 


im Sinne von Hantzsch umwandelt. Da die Protamine und 
Histone ausgepriigt basische Eigenschaften besitzen, so wird 
hiernach verstiindlich, dass diese Stoffe in neutraler und sogar 
in schwach alkalischer Losung durch phosphorwolframsaures, 
wolframsaures, pikrinsaures, chromsaures, ferrocyanwasserstoff- 
saures Alkali gefiillt werden, wiihrend diese Fillung bei den nicht 
hasischen Eiweisskorpern nur bei Gegenwart freier Siiure eintritt. 

Der hohe Gehalt der Histone an basischen Spaltungs- 
produkten tritt auch beim Vergleich mit anderen als den oben 
erwithnten Eiweisskérpern hervor. Die folgende Tabelle gibt 
die Resultate einer Anzahl Analysen wieder, die in folgender 
Weise gemacht waren. Nachdem die Eiweisskorper durch 
Spaltung mit Schwefelsiiure oder Salzsiure zerlegt waren, 
wurde (noOthigenfalls nach Entfernung des grOssten Theils der 


Salzsiiure durch Eindampfen u. s. w.) das Ammoniak — wie 
oben angegeben — vertrieben und zugleich quantitativ be- 


stimmt. Hierauf wurde durch Baryt und Silbersulfat ein 
Niederschlag erzeugt, welcher das Arginin und Histidin  ent- 
halten musste. Der Stickstoffgehalt dieses Niederschlages 
kann zwar nicht direkt als Ausdruck fiir die Menge der beiden 
genannten Hexonbasen betrachtet werden, denn die oben an- 
gefiihrten Tabellen (S. 185—197) ergeben, dass stets noch eine 
sewisse Menge anderer  stickstoffhaltiger Substanz mit gefallt 
wird, jedoch ist es zulissig, diese Zahlen einer vergleichenden 


1) Zeitschrift fiir Biologie. Bd. 40, N. F. Bd. 22, S. 95. 











Betrachtung zu Grunde zu legen, und dann ergibt sich dasselbe 
Resultat, welches schon aus der Tabelle S. 207 hervorgeht: die 
Masse der basischen Produkte ist in den Histonen eine gréssere als 
in den iibrigen bisher untersuchten complexen Eiweisskorpern., 





Procente des Gesammtstickstoffs 





= a . ae eae Spaltungs- 
Stickstoff 
| Stickstoff des -erfahre 
Si: hill te. | tickstoff de verfahren 
niederschlags | Ammoniaks 
eee ee ee eee ee 30.7—35.5 4—7 dD + Versuche, z. Th. 
Schwefelsaiure 
z. Th. Salzsaure 
Fibrinpepton . .. . . 20 10 Salzsiure 
72 Stunden 
Kieralbumin ...... 18.7 11 Salzsiiure 
eee a ae ee 14.6 Q | Schwefelsiiure 
CO as so eS ee eo 16,4 12,9 Salzsiure 
Parahiston!) ...... 11.7 Nicht bestimmt 
V 


Kin auffallendes Ergebniss unserer Untersuchungen ist 
das Fehlen des Lysins unter den Spaltungsprodukten der 
wkoholl6slichen = Eiweisskérper des Weizenmehls und des 
Maismehls. Hier treffen wir also wiederum auf eine eigen- 
artige, scharf umschriebene Gruppe von Eiweisssubstanzen, 
die wahrscheinlich in grésserer Verbreitung im Pflanzenreich 
auftreten. Neben den lysinfreien Eiweissstoffen findet sich im 
Weizenmehl ein lysinhaltiger, das Glutencasein. Diese Ver- 
suche bestiitigen die friiheren Angaben von Ritthausen?) iiber 
die Zusammensetzung des Weizenklebers. Freilich ergibt sich aus 
unseren Untersuchungen mit Sicherheit nur das Vorhandensein 
von zwei verschiedenen Eiweissarten. Die Differenzen in der 
Zusammensetzung der alkoholl6slichen  Eiweisskorper — sind 
wenigstens nur sehr geringe. Die Arbeiten von Morishima, *) 


1) Nach einem Versuch des Herrn A. Ascoli. Hiernach gehort 
das Parahiston Fleroff’s (diese Zeitschrift, Bd. XXVIII, S. 807) nicht 
zur Histongruppe. 

2) Ritthausen, |. ¢. und Journ. f. pract. Chemie [2) 50. 474. 

5) Morishima, Archiv f. erperim. Pathologie und Pharmakologte, 


i, S. 291. 








































welcher die Eintheilung der Weizenkleberproteinstoffe nach 
Ritthausen verwarf und zu dem Ergebniss kam, dass im 
Weizenmehl nur ein Eiweissstoff, das «Artolin», enthalten sei, 
beruhen also auf einem Irrthum. Die Auffindung der lysin- 
freien Eiweisskérper eréffnet neue Fragen auf dem Gebiete 
der Erniihrungslehre. Man wird die Rolle dieser Eiweissstotie 
im Stoftfwechsel untersuchen miissen, um festzustellen, ob die 
beiden verschiedenartigen Bestandtheile unseres Brotes die 
gleiche oder verschiedene Bedeutung fiir Ansatz und Umsatz 
besitzen. 
VI. 

Auf die Griinde, welche uns veranlassen, die Protamine 
als die einfachsten EiweisskOrper zu betrachten, haben wir 
schon mehrfach hingewiesen. Diese Auffassung bringt es mit 
sich, dass wir die in den Protaminen vorhandene <Atom- 
verkettung auch zur Grundlage unserer Anschauungen uber 
die Constitution des Eiweissmolekiils machen. Was wir von 
dieser Atomverkettung kennen, ist die Vereinigung der harn- 
stoffbildenden Gruppe mit der Diamidovaleriansiiure im Arginin 
und diese Gruppe mit 6 Kohlenstoffatomen ist bisher bei keinem 
Liweisskorper vermisst worden, wo sie aufgesucht worden ist. 

Neben dem Arginin findet man andere basische Stoffe, 
die zwar sehr hiiufig, doch nicht constant auftreten, wie Histidin 
und Lysin. Ferner bemerken wir schon bei den Protaminen, 
dass ein kleiner Theil des Stickstotfs in Form von Monoamido- 
sduren |Amidovaleriansiiure, Tvrosin) gebunden ist. Gehen 
wir zu den complexen Eiweisskérpern iiber, so sehen wir, 
wie dieser Monamidosiiureantheil mehr und mehr wiichst. 
Ferner tritt hier noch die ammoniakbildende und die schwefel- 
haltige Gruppe hinzu und alle diese verschiedenartigen Gruppen 
lugen sich an den basischen Antheil wie an einen Kern an.! 

Kine weitere Complication wird dadurch geschaffen, dass 
mehrere derartig aufgebaute Atomgruppen sich mehr oder 


1} Diese Betrachtungsweise wiirde an Fruchtbarkeit auch dann 
nicht verlieren, wenn es gelingen sollte. Kérper eiweissahnlichen Cha 
rakters ohne Argininkern oder Diamidogruppe aufzutinden 











weniger fest mit einander zu grOsseren Complexen vereinigen. 
Die Spaltung der Eiweisskorper in mehrere nebeneinander 
entstehende peptonartige Complexe ist kaum anders zu_er- 
kliiren, als durch die Auffassung des Eiweissmolekiils als 
7usammentagerung einer gewissen Anzahl von Gruppen, die 
wle nach einem iihnlichen Typus gebaut sind. Dass_ sich 
solche Zusammenlagerungen auch ausserhalb des Korpers 
leicht vollziehen, ist durch verschiedene Beobachtungen bel 
einfachen und complexen Eiweissgruppen sicher gestellt. Wir 
verweisen auf die Anlagerung der Protamine!) und Histone ?) 
an Eiweiss, auf die Vereinigung von Propeptonen mit Globu- 
linen,*) von Fibrinogen mit den Eiweissstoffen des blutserums. ') 


Nachtrag. 


Bildung der Glutaminsaure aus Spongin. 

In einem Fall verarbeiteten wir das mit concentrirter 
Salzsiiure zersetzte Spongin so, dass wir die Hexonbasen mit 
Phosphorwolframsiure ausfallten, das Filtrat mit Baryt von 
iiberschtissiger Phosphorwolframsiure befreiten und allen Barvt 
genau durch Schwefelsiiure entfernten. Aus der restirenden 
Zersetzungsfliissigkeit schieden wir darauf nach dem Verfahren 
von Hlasiwetz und Habermann) die Glutaminsiiure in Form 
ihrer salzsauren Verbindung ab. Wir erhielten aus ca. 100 ¢ 
lufttrockenen Spongins annahernd 15 g analysenreine salzsaure 
Glutaminsiiure. 

Ks gaben 0.2507 g Substanz 0,1932 ¢ AgCl. 

Fiir C,H,NO, «HCL 
Berechnet: Gefunden: 
Ci == 99,5 */o Cl = 19,05 °/o. 


1} Kossel, Deutsche medicinische Wochenschrift. 804, 5. 1-47. 
2) Mathews, Diese Zeitschrift, Bd. XXII, S. 402. 
Bang, Diese Zeitschrift, Bd. XXVIL S. 463. 
3) Kutscher, Diese Zeitschrift, Bd. XXII, S. 115. 
4) Hammarsten, Diese Zeitschrift, Bd. XXII, S. 333. 
5) Liebig’s Annalen. Bd. 169. 





















































Ueber die Verwendung der Phosphorwolframsaure bei 

quantitativen Bestimmungen der Spaltungsprodukte des Eiweisses. 
Von 

Fr. Kutscher. 


Aus dem physiologischen Institut in Marburg 


Der Redaction zugegangen am 20. September 190 


In letzter Zeit ist mehrfach ein Verfahren angewandt 

worden, welches bezweckt, die Gesammtmenge desjenigen 

Stickstoffs zu ermitteln, der bei der Eiweissspaltung im basischen 

Antheil der Zersetzungsprodukte enthalten ist. Nach dem Vor- 

gange von E. Schulze hat besonders Hausmann! eine Reihe 

von Bestimmungen ausgefiihrt. um den Stickstoff der durch 
Phosphorwolframsiure fillbaren Zersetzungsprodukte verschie- 

| dener Eiweisskorper festzustellen. Dieser Stickstoff wird von 
| Hausmann auf den basischen Antheil des Molekiils bezogen 


3 und als Diaminostickstoff dem Ammoniakstickstolf und dem 
, Monoaminostickstoff der durch Phosphorwolframsiure nicht 


fillbaren Stofle gegeniibergestellt. 

; | Da die sehr handliche Methode Hausmann s eine schnelle 
vorliiufige Orientirung tiber den auf die Summe der Hexon- 
basen entfallenden Stickstoff in den zur Untersuchung ver- 
wandten Eiweisskérpern gestattet hiitte, habe ich eine Nach- 
prifung der Methode unternommen. 

Diese Nachuntersuchung war um so nothwendiger, als 
die Zahlenangaben Hausmann’s?) sehr wesentlich von ilteren, 
durch Fr. Miller und Seemann’) publicirten, von Kossel 
ind mir ausgefiihrten Bestimmungen, die sich mit der Ver- 
theilung des Stickstoffs im Eiweiss beschiiftigten, abwichen. 
Ich gebe in nachstehender Tabelle diese Bestimmungen wieder 

1, Diese Zeitschrift, Bd. NNVIIL, S. 95 und Bd. NNIX, Ss. 136 


~) Diese Zeitschnft, Bd. NNIXN. S. 148 
3) Deutsche medicinische Wochensechrift. 1890. Nr. 13 
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und fiige ihnen zum Vergleich die entsprechenden Haus- 
manns an. 











| Stick- 
Amid- Dia- Mono- | stoff 
tick mino- | amino- ‘“ Mm 
sticK- : : Oumme 
stick- stick- oa. Bemerkungen 
stoft stoff stoff | funden 
statt 
0/, 9/5 100 0 ) 
Casein Merck [3.37 11.71 7598) 101.06) Versuch von Hausmann. 
Casein 23.0 03.7 -— Versuch von Kossel und 
Kutscher. 
Krvystallisirtes 8.95 21.33 67,80 97.66 Versuch von Hausmann. 
Kieralbumin 
Kreralbumin 27.0 | 50.4 Das benutzte Ejieralbumin 


war von mir. sorefiiltig 
cereinigt und frei von 
| Globulin und Ovomucoid. 
Versuch von Kossel und 


Kutscher. 

Weiter stelle ich die Zahlen, die von Wetzel fiir den 
Amidstickstoff und = Diaminostickstoff des Leim angegeben 
werden, denjenigen gegeniiber, die von Hausmann an dem 
eleichen Material erhalten wurden. 


Amidstickstoff: Diaminostickstoff: 
Analyse 1.1) Leim 1.76 [8,85 
2,2) 1.61 3BO.85. 


Auch diese beiden Analysen zeigen sehr starke Differenzen, 
die von Wetzel bereits richtig erklirt sind, indem derselbe 
die Unzuliinglichkeit der Phosphorwolframfiillung hervorhebt. 

Beim Beginn meiner Arbeit fiel mir nun auf, dass die 
Angaben Hausmann’s in einigen wichtigen Punkten nicht 
eingehend genug sind, um eine genaue Wiederholung zu er- 
modglichen. So gibt Hausmann nicht an, wie weit er die 
durch Destillation mit Magnesia vom Ammoniak befreite Zer- 
setzungsfliissigkeit concentrirte, ehe er sie mit Phosphorwolf- 
ramsiiure fiillte. Das Experiment, welches das Felilen dieser 


1) Analyse 1 ist von Wetzel in dieser Zeitschrift, Bd. XXIX, S. 404 
veroOffentlicht. 
2) Analyse 2 stammt von Hausmann. 
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Angabe erklirt, fihrt Hausmann in seiner zweiten Arbeit 
iiber die Vertheilung des Stickstoffs im Eiweissmolekiil an. ') 
Ich gebe dasselbe mit den Worten des Verfassers wieder: 
cIch habe weiter, um mich zu unterrichten, ob die quantitative 
Ausfiillung der Diaminosiiuren mit Phosphorwoltramsiiure aus 
der durch Destillation mit Magnesia vom Aminostickstoff befreiten 
salzsauren Zerkochungsfliissigkeit von der Concentration der 
letzteren beeinflusst wurde, Parallelversuche der Art angestellt, 
dass ich die Ausfallung 1. aus sehr concentrirter, 2. aus der 
auf das doppelte Volumen verdiinnten Losung vornahm. Ich 
habe dabei einen Einfluss der verschiedenen Concen- 
tration nicht beobachtet.»?) 

Dieses Resultat ist sehr itiberraschend und_= steht) im 
Widerspruch mit den sorgfiltigen Untersuchungen von Gule- 
witsch,®) nach denen dem = phosphorwolframsauren Arginin 
eine gewisse Loslichkeit zukommt. Wie sehr diese Loslich- 
keit in Betracht zu ziehen ist, ergibt sich aus folgendem 
Beispiel. 

Ich will annehmen, man hiitte 1,.0g¢ Zein, das sehr arm 
an <Arginin ist, zersetzt. das Ammoniak ausgetrieben, die 
salzsaure Zersetzungsfltissigkeit auf 100 cem. eingeengt und 
mit Phosphorwolframsiiure gefillt. Es witrden dann gemiiss 
den Angaben von Gulewitsch*) 0.007 ¢ Arginin in Losung 
bleiben. Wiirde man dagegen die Zersetzungsfliissigkeit auf 


= 


200 cem. eingeengt und dann gefiillt haben, so wiirden 0,014 ¢ 


—_ 


Arginin nicht zur Fallung kommen d. h. man wiirde, da 1,0 ¢ 
Zein nur O,0182 g¢ Arginin liefert, den kleinsten Theil des 
wirklich vorhandenen Arginins bestimmen. Wiirde man die 
Zersetzungsfliissigkeit noch um weitere 100 cem. verdiinnen, 
so wiirde man tberhaupt kein Arginin mehr fallen und sich 
der Tauschung hingeben, einen argininireien Eiweisskorper. in 
Hiinden zu haben. 

Ein weiterer Umstand, der die quantitativen Bestim- 
mungen nach Hausmann beeinflussen muss, und den Haus- 


1) Diese Zeitschrift, Bd. 29. S. 138 und 139. 
2) Im Original nicht gesperrt gedruckt. 

3) Diese Zeitschrift. Bd. 27, 5. 1%6. 

i C. 
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mann gar nicht in Betracht zieht, ist das Verhalten der 
Diaminosiiuren und der iibrigen Zersetzungsprodukte gegentiber 
der Phosphorwolframsiiure. Ich muss daher auf dieses etwas 
niiher eingehen.  <Arbeitet man mit reinen Diaminosiiuren, 
so macht thre Ausfiillung durch Phosphorwolframsaure keine 
sonderliche Schwierigkeit, da man das Ende der Fiallung ziem- 
lich scharf eintreten sieht. doch ist ein wesentlicher Ueber- 
schuss des Fiillungsmittels zu vermeiden, da in’ demselben 
die Phosphorwolframverbindungen der Diaminosiiuren leicht 
lOslich sind. Schwieriger gestalten sich die Verhiiltnisse, wenn 
man die Diaminosiiuren aus econcentrirten Zersetzungsfliissig- 
keiten der Eiweisskérper durch Phosphorwolframsiiure —ab- 
scheiden will. Hier tritt in der durch Salzsiiure oder Schwefel- 
siiure angesiiuerten” Fliissigkeit) auf Zugabe von Phosphor- 
wolframsiiure zuniichst sofort ein reichlicher, amorpher, korniger 
Niederschlag auf. Nach einiger Zeit aber erscheint der Nieder- 
schlag nicht mehr momentan, sondern erst nach eimigen 
Secunden, Der Zeitraum, in dem noch auf Zusatz von Phos- 
phorwollframsiiure Fillung eintritt, verliingert) sich allmihlich 
immer mehr und mehr und gleichzeitig éndert sich das Aus- 
~ehen des Niederschlages, der nicht mehr amorph, sondern 
gleich krystallinisch sich abscheidet. Dieser krystallinische 
Niederschlag ist in Wasser, verdiinnten Siiuren und angesiuerter 
verdiinnter Phosphorwolframsiiure leicht léslich und_ besteht 
nicht mehr aus den Phosphorwolframverbindungen der Dia- 
minosiuren. Um diese in’ verdtinnter Phosphorwolframsaure 
leicht loslichen Verbindungen vollkommen abzuscheiden, braucht 
man einen miichtigen Ueberschuss an concentrirter Phosphor- 
wolframsiiure, in dem sich die Phosphorwolframverbindungen 
der Diaminosiuren wieder losen wiirden Man _ kann. also, 
wie aus Vorstehendem ersichtlich ist, wenn man nicht das 
eigenthiimliche Verhalten der Zersetzungsfliissigkeit gegen 
Phosphorwolframsiiure kennt, zu Fillungen gelangen, die tiber- 
haupt keine Diaminoverbindungen mehr enthalten. Dass dies 
Verhalten der verschiedenen Phosphorwolframverbindungen bei 
den Untersuchungen von Hausmann u. s. w.. berticksichtigt 
worden ist, geht aus denselben nicht hervor. Wenigstens 
erwahnt er nirgends. wie welt er seine Zersetzungsfliissigkeiten 
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mit Phosphorwolframsiure ausgefillt hat. und ob er beim 
Auftreten der krystallinisch fallenden, leicht loslichen Phos- 
phorwolframverbindungen mit der Fiillung aufgehdrt habe. Die 
Natur der von Hausmann durch Phosphorwolframsiure ge- 
fillten Verbindungen ist somit nicht erwiesen. 

Kine weitere Ursache, welche die quantitativen Bestim- 
mungen Hausmann s beeinflussen muss, Ist in der Concen- 
tration und Menge des beim Auswaschen des Phosphorwolfram- 
niederschlages angewandten Waschwassers, die Hausmann 
ebenfalls nicht angibt, zu suchen. Denn es ergibt sich aus 
Vorstehendem, dass, wenn die Waschfliissigkeit reichlich Phos- 
phorwolframsiure enthalten hat und das Volumen der Wasch- 
fliissigkeit betriichtlich gewesen ist, beim Auswaschen betriacht- 
liche Mengen der in’ tiberschiissiger Phosphorwolframsiiure 
lOshichen Diaminoverbindungen weggespilt) werden miissen. 
Dem scheinen die Kontrollversuche Hausmann s zu wider- 
sprechen: es findet sich niimlich in seiner ersten Mittheilung’ 
foleende Bemerkung: «Ich habe in Vergleichsversuchen. wo 
auf die Bestimmung des Stickstoffs im Filtrat verzichtet wurde, 
das Auswaschen endgiltig durchgetiihrt. habe aber in Bezug 
auf Stickstofigehalt des Phosphorwolframniederschlages keine 

| Differenzen mit nach gewohnlicher Form ausgefiihrten Ver- 
, suchen erhalten. » 

| Meine im Nachstehenden niiher angegebenen Versuche 
haben allerdings das Gegentheil ergeben. 


) Zu meinen Versuchen benutzte ich Casein pur. Griibler. 
; Dasselbe besass im lufttrockenen Zustande, wie zwei unter- 


, einander stimmende Stickstoffanalysen nach Kjeldahl ergaben, 
' 2.8) %o Stickstofl. Die fiir meine Versuche nothwendigen 
Caseinmengen waren gleichzeitig mit den zur Stickstotfbestim- 
mung entnommenen Proben abgewogen worden. Ihr Stickstot!- 


gehalt liess sich natiirlich leicht berechnen. 

: | Da meine Versuche zu Ergebnissen fiihrten, die von 
’ denen Hausmann’s stark abweichen, so muss ich aut jeden 
einzelnen etwas niiher eingehen. 

| Versuch | Es wurden 1,18¢ ¢ Casein mit O.15214 ¢g 
. | Stickstoff in Arbeit genommen. Dieselben wurden mit 20 cem 


Salzsiiture vom specitischen Gewicht 1,19 6 Stunden am Rick- 





flusskithler gekocht und aus der Zersetzungsfliissigkeit das ab- 
gespaltene Ammoniak nach den Angaben von Hausmann?) 
ausgetrieben.  Abgesiittigs wurden davon 11,3 ccm. elmer 
‘10 Normaloxalsiture. Dieselben entsprechen O,O1582 ¢ Stick- 
stoff oder 10,40 °/o des Gesammtstickstofts. 

Die vom Ammoniak befreite, mit Salzsiure angesduerte 
Zersetzungsfliissigkeit wurde auf 30 ccm. eingeengt und mit 
Phosphorwolframsiiure*) gefiillt. Ich setzte die Failung so lange 
fort, bis sich auf weitere Zugabe von Phosphorwolframsiiure 
erst nach 2—3 Minuten ein neuer Niederschlag zu bilden 
begann. Derselbe war schon makroskopisch als krystallinisch 
zuerkennen und in verdiinnter Phosphorwolframsaure leicht 
lOslich. Ich hatte, um dies zu erreichen, ca. 50 ccm. Phos- 
phorwolframsiiure gebraucht. 

Nach 2% Stunden saugte ich den reichlichen Niederschlag 
aul kleiner Filterplatte?) ab. Als Waschftltissigkeit ftir den- 
selben benutzte ich eine ca. 5°/oige Salzsiiure, der ich beliebig 
von der geschilderten) Phosphorwolframsiiure zugefiigt hatte. 
Das Volumen der gebrauchten Waschfliissigkeit ist nicht ge- 
messen worden. Beim Auswaschen liessen die stark braun 
eefirbten ersten Antheile des Waschwassers, sobald sie in die 
Mutterlauge eintropften, einen deutlich krystallinischen Nieder- 
schlag fallen. Dieser J6ste sich im nachfolgenden Wasch- 
wasser wieder auf. Trotzdem sich das Auswaschen sehr glatt 
vollzog und ich schnell den von Hausmann angegebenen 
Endpunkt d. h. farbloses Ablaufen des Waschwassers erreichte, 
hatte sich doch ein sehr merklicher Theil des auf der Filter- 
platte befindlichen Niederschlages gelost. Der Phosphorwollf- 
ramniederschlag wurde in Natronlauge gelést, das Ganze aul 

1) Inese Zeitschrift. Bd. XXVIL S. 100. 

2) Die Phosphorwolframsaure, welche ich in diesem und den folgen- 
den Versuchen zur Fiillung benutzte, war nach Drechsel’s Angaben 
Berichte der deutsch. chem. Gesellsch. Bd. 20, S. 1452) hergestellt und 
enthielt in 100 cem. 31 ¢ feste Phosphorwolframsiure. | 

3) Es liess sich bei Anwendung einer Filterplatte das Filtrirpapier, 
das beim Niederschlag verblieb, auf das geringste Maass beschranken. 
Ausserdem war der Niederschlag und sein Verhalten besser zu_ iiber- 
sehen, auch verlief die Filtration und das Auswaschen des Nieder- 


schlages schneller. 
































250 cem. gebracht und in 50cem. davon der Stickstoff nach 
Kjeldahl bestimmt. Es wurden von dem = gebildeten Am- 
momak 7.5 cem. 31/10 Normaloxalsiiure abgesiittigt. In den 
250 cem. waren demnach 0,0525 ¢ Stickstoff enthalten. Es 
wiiren also in diesem Versuche an die «Diaminosiiuren» 
34.51 °%/o des Gesammtstickstoffs gebunden gewesen. 

Das Filtrat von der Phosphorwolframfallung wurde mit 
den Waschwassern vereinigt und auf 500 ecem. gebracht. Davon 
wurden 100 com. nach Kjeldahl verascht. Das dabei gebildete 
Ammoniak § siittigte 11,6 cem. ‘10 Normaloxalsaure. Danach 
wiren an Monoamidosiiuren O,O812 ¢ Stickstoff = 53,57 °/o0 
des Gesammtstickstoffs gebunden gewesen. 

Versuch II sollte als Kontrollversuch dienen. In Arbeit 
wurden 1,1058 ¢@ Casein mit 0.1421 g Stickstoff genommen. 
Das Casein wurde mit 20 ecm. Salzsiiure vom specifischen 
Gewicht 1.19 wiithrend 6 Stunden gekocht, das Ammoniak mit 
Magnesia ausgetrieben, die Zersetzungsfliissigkeit danach mit 
Salzsiure angesiiuert, auf 27 cem. gebracht und wie in Ver- 
such T mit Phosphorwolframsiiure gefiillt. Nach 24 Stunden 
wurde der Niederschlag abgesaugt. Beim Auswaschen des- 
<elben verstopfte sich jedoch das Filter, so dass die Filtration 
nur sehr langsam von statten ging und das Waschwasser_ in 
Folge dessen sehr lange Zeit auf den Niederschlag einwirken 
konnte. Dabei hatte sich, bis ich zum = farblos  ablaufenden 
Waschwasser kam, der grésste Theil des Niederschlages 
gelost. Das Volumen des Waschwassers sowie seinen Gehalt 
an Phosphorwolframsiiure und Salzsiure habe ich nicht be- 
stimmt. Weil sich in diesem Versuch ein so grosser Theil 
| des | Phosphorwolframniederschlages beim Auswaschen  gelost 

hatte, weichen die Zahlen, die ich fiir den an Diamino- und 
\Monoaminosiiuren gebundenen Stickstoff erhielt, wesentlich von 
den in Versuch [| erhaltenen ab. 
Es wurden in diesem Versuch abgesiittigt durch das bei 
der hydrolvtischen Spaltung freigewordene und bei der Destil- 
lation mit Magnesia ausgetriebene Ammoniak 10,5 com. '10 Nor- 
maloxalsiiure. Dieselben entsprechen 0,O147 g Stickstofl oder 





10.55°/0 des Gesammtstickstoffs. 





Die Phosphorwolframfillung wurde in Natronlauge gelost 
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und auf 250ccem. gebracht. 50 cem. siittigen, nach Kjeldahl 
behandelt, 4.2 cem. ‘1.10 Normaloxalsiiure. Demnach war an 
Diaminosiiuren 0.029% ¢ Stickstoff gleich 20,69 °/o des Gesammi- 
stickstoffs gebunden, 

Das Filtrat der Phosphorwolframfiallung sammt Wasch- 
wasser wird auf 500 cem. gebracht. 100 cem. davon nach 
Kjeldahl verascht. siittigen 14,1 ccm. 3/10 Normaloxalsiiure. 
Demnach wiiren 0.0987 @ Stiekstoff gleich 69.42 °/o des Ge- 
summtstickstoffS an Monoaminosiuren gebunden gewesen. 

In den nitechsten Versuchen, in denen ich, um gleich- 
niissige Resultate zu erzielen, alle Versuchsbedingungen genau 
bestimmte und innehielt, habe ich mich bemiiht, den Stickstoff 
der Huminsubstanzen, die in den Phosphorwolframniederschlag 
mit eingehen, festzustellen. 

Versuch Ill Es wurden verwandt 1,1088 g@ Casein 
mit 0.1425 ¢@ Stickstoff Dieselben wurden mit 20 ccm. Salz- 
siiure vom specifischen Gewicht 1.19 wihrend 6 Stunden 
gekocht.. Das abgespaltene Ammoniak wurde nach Haus- 
mann s Angaben bestimmt. Die ammoniakfreie mit Salzsiiure 
iibersiittigte Fliissigkeit wurde auf 20 ccm. eingedamplt und 
mit 2% cem. Phosphorwolframlésung gefallt. Ich erreichte 
damit gerade, dass die letzten, erst allmiéblich auftretenden 
Fillungen bereits krvstallinisch sich abschieden. Der ent- 
standene Niederschlag wurde nach 24 Stunden abgesaugt und 
mit einem Waschwasser, das in 100 ecm. 6,1 g feste Phosphor- 
wolframsiiure und 1.86 ¢ Salzsiiure enthielt, nachgewaschen, 
bis das Filtrat farblos ablief. Es wurden 125 cem. Wasch- 
wasser gebraucht. Auch in diesem Fall, wo ich auf das Vor- 
sichtigste mit Phosphorwolframsiiure gefallt hatte, farbte sich 
das zuerst ablaufende Waschwasser tief braun und liess beim 
Kintropfen in die Mutterlauge einen starken” krystallinischen 
Niederschlag fallen. Wiihrend des Auswaschens war ein 
bedeutender Theil des auf der Filterplatte befindlichen Nieder- 
schlages in L6sung gegangen. Der verbliebene Rest wurde 
in ein Becherglas gespiilt, in ca. 300 ccm. Wasser fein ver- 
theilt und das Ganze zum Sieden erhitzt. Die siedende 
Fliissigkeit wurde so lange mit kalt gesiéttigtem Barytwasser 
versetzt, bis eine Probe mit Natriumcarbonat eine Fallung gab. 
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Das gebildete phosphorwolframsaure Baryum, das die fiirbenden, 
im gewaschenen Phosphorwolframniederschlag  verbliebenen 
Huminsubstanzen vollkommen niedergerissen hatte, wurde auf 
kleiner Filterplatte abgesaugt, mit Wasser ausgewaschen, darauf 
in das Becherglas zuriickgebracht und hier mit 300 cem. 
Wasser ausgekocht und von Neuem abgesaugt. Das Aus- 
kochen ete. des phosphorwolframsauren Baryts) wurde noch 
zweimal wiederholt. Das erste die freien Basen enthaltende 
Filtrat und die Fliissigkeiten, mit denen der phosphorwolfram- 
saure Baryt ausgekocht war, waren farblos. Sie wurden mit 
Schwefelsiure angesiiuert, auf ein kleines Volumen eingeengt. 
Vom abgeschiedenen schwefelsauren Baryt wurde abfiltrirt, das 
Filtrat auf 500 cem. gebracht. 100 cem. davon wurden nach 
Kjeldahl verascht. Das gebildete Ammoniak siittigte 5,0 cem. 
‘40 Normaloxalsiiure. Es war demnach in diesem Versuch 
0,035 ¢ Stickstoff gleich 24,56°/o des Gesammitstickstoffs an 
Diaminosiiuren gebunden gewesen. 

Der phosphorwolframsaure Baryt wurde mitsammt den 
Filterresten ebenfalls nach Kjeldahl behandelt. Das gebildete 
Ammoniak  siittigte 1,6 cem. !/10 Normaloxalsiiture ab. Demnach 
enthielt die im Phosphorwolframniederschlag verbliebene Humin- 


substanz 0.00224 ¢ Stickstoff gleich 1,57°/o des Gesammistick- 
stolfs, was ca. 6° 0 des in diesem Versuch gefundenen Diamino- 
stickstoffs entsprechen wiirde. Wire damit schon der Stickstolf 
der gesammten Huminsubstanzen bestimmt, so wiirde der 
Fehler, den man durch seine Vernachliissigung macht, um ein 
Vielfaches den von Hausmann fiir Melanoidinsiiure berechneten 
iibertreffen. In Wirklichkeit ist der Stickstoff, der an «Humin- 
substanzen»!) gebunden ist, noch viel grOsser, wie aus der Ar- 
heit von Kossel und mir hervorgeht. Dass man die Humin- 
substanzen nur zum kleineren Theil in dem Phosphorwolfram- 
nlederschlag behilt, wenn man nach der Methode von Haus- 
Inann vorgeht, liegt daran, weil man ihre Phosphorwolfram- 
verbindungen wieder beim Auswaschen lést: darauf weist die 
starke Braunfiirbung der ersten Waschwiisser. Natiirlich ent- 
geht der Rest des an die Huminsubstanzen gebundenen Stick- 

1) Ich benutze hier die Bezeichnung Huminsubstanz in dem Sinne, 
welcher in der vorhergehenden Arbeit erértert worden ist. 
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stoffs der bestimmung nach der Hausmann schen Methode 
nicht, nur bestimmt man ihn als Monoaminostickstoff und fiihrt 
damit einen Fehler unbekannter Grdésse ein. 

Das Filtrat vom Phosphorwolframniederschlag der Di- 
aminosiiuren wurde auf 500 cem. gebracht. Davon_ siittigen 
100 com., nach Kjeldahl behandelt, 13,0 cem. 4/10 Normal- 
oxalsiiure. Demnach waren bei diesem Versuch 0,091 ¢ Stick- 
stoff gleich 63,87°/0 des Gesammtstickstoffs als Monoamino- 
stickstoff gefunden. 

Das durch Magnesia aus der Zersetzungsfliissigkeit aus- 
treibbare Ammoniak siittigte 10,3 cem. !/10 Normaloxalsiiure. 
Das entspricht 0,01442 g Stickstoff gleich 10,12°/o des Gesammt- 
stickstoffs, 

In Versuch IV wurden die in Versuch Il festgestellten 
Bedingungen peinlich innegehalten. 1,1968 g Casein mit 0,1538 g 
Stickstoff wurden mit 20 cem. Salzsiiure vom specifischen 
Gewicht 1,19 withrend 6 Stunden am Riickflusskiihler gekocht. 
Das abgespaltene Ammoniak wurde mit Magnesia ausgetrieben. 
Ks siittigte 11,0 cem. 410 Normaloxalsiiure. Das entspricht 
O0154 @ Stickstoff gleich 10,02°/0 des Gesammtstickstoffs. 
Die ammoniakfreie, mit Salzsiiure tibersittigte Fliissigkeit wird 
auf 22 com. gebracht und mit der berechneten Menge (26,0 ccm.) 
Phosphorwolframsaure gefallt. Die Fallung wird abgesaugt 
und mit 140 com. des auch in Versuch Tl benutzten Wasch- 
wWassers ausgewaschen. Im Uebrigen wird genau wie in 
Versuch IL zur Bestimmung des Huminstickstoffs ete. verfahren. 
Die in Versuch Tl angeftihrten auffiilligen Erscheinungen (be- 
trachtliches Losen des Phosphorwolframniederschlages beim 
Auswaschen ete.) traten ebenfalls ein. 

Es ergaben sich in diesem Versuch folgende Zahlen fiir 
den Huminstickstoff ete. : 

Das aus den im phosphorwolframsauren Baryt steckenden 
Huminsubstanzen entwickelte) Ammoniak  sattigte 1,5 > cem. 
Mio Normaloxalsiiure. Das entspricht 0,002149 ¢ Stickstolt 
gleich 1.3499 des Gesammtsickstoffs, 

Die in Freiheit gesetzten Diaminosiiuren waren in 500 ccm. 
schwefelsaurem Wasser gelést. 100 cem, davon, nach Kjel- 
dahl behandelt, siittigen 5,5 ccm. '/10 Normaloxalsiiure. Das 







































entspricht 0.0385 g Stickstoff gleich 25.03°o des Gesammt- 
stickstoffs. 

Das Filtrat von den Phosphorwolframverbindungen wurde 
auf 500 cem. gebraecht. 100 cem. sattigen, nach Kyjeldaht 
behandelt, 14,5 cem. ‘10 Normaloxalsiiure. Das entspricht 
0.1015 ¢ Stickstolf gleich 66,0°/o des Gesammitstickstofts. 

In nachfolgender Tabelle gebe itch, der besseren Ueber- 
sicht wegen, die von mir in den verschiedenen Versuchen 
erhaltenen Werthe wieder. Des Vergleiches halber stelle) ich 
an den Kopf der Tabelle die von Hausmann fiir Casein an- 
gegebenen Zahlen 








a Humin- Stickstoft 
Amid- Diamino- |Monoamino-  gtickstoff in Summe 
stickstofl stickstoff stick-tofy | 1 Nieder- gefunden Bemerkungen 
| schiag =tatt 
"io "0 %0 "0 1000/5 
Casein 13.37 11.71 TO O8 101.06 Versuch Hausmann. 
L040) 3491 53,37 — QS 2S Versuch | 
LO.35 YO.69 69.47 | LOO.51 Versuch IL. 
> 10,12 24.96 65.87 1.7 100.12 Versuch It 
10.02 25.03 66.00 1.34 102.39 | Versuch I\ 


Auf weitere Versuche habe ich verzichtet. Die quanti- 
tativen Bestimmungen Hausmann’s kOnnen nicht mehr als 
massgebend betrachtet werden, nachdem sich gezeigt hat, dass 
die Angaben Hausmann:s. beziiglich der Unlodslichkeit des 
Phosphorwolframséureniederschlags nicht) zutreffend sind und 
der Phosphorwolframniederschlag, der die Diaminosauren ent- 
halten soll, sich auch bet vorsichtigster Austillung der Diamino- 
siuren in dem Waschwasser merklich lost, ehe man den von 
Hausmann angegebenen Endpunkt fiir das Auswaschen er- 
reicht. Das eben Gesagte gilt auch von den Bestimmungen, 
die letzter Zeit von Pick, Magnus-Levy ete. tiber die Ver- 
fellung des Stickstolls im Eiweiss mittelst der Hausmann schen 
Methode gemacht worden. sind. 

Kine weitere sehr betrachthehe Ungenaugekeit der Haus- 
miannschen Methode ist’ bedingt durch die Nichtbeachtung 
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des Huminstickstoffs. Derselbe kann, wie ich bereits erwahnt 
habe, bei den Eiweisskérpern ca. 10°/o des Gesammtstickstoffs 
ausmachen. Nach der Hausmann schen Methode aber muss 
der Huminstickstoff als Diamino- und Monoaminostickstoff 
bestimmt werden und die Zahlen dafiir merklich beeinflussen. 

Zum Schluss méchte ich noch kurz die Frage erértern, ob 
Monoamidosiiuren durch Phosphorwolframsaure gefallt werden 
oder nicht. Es legen hiertiber Kontrollversuche von Haus- 
mann?!) yor. Er priifte die Fallbarkeit der Monoamidosiiuren 
durch Phosphorwolframsiiure in verdiinnter saurer Losung 
und erhielt durchweg nur negative Resultate. Diese Kontroll- 
versuche sind nicht beweisend, denn man ist gezwungen, um 
eine) moglichst vollstiindige Abscheidung der Diaminosaéuren 
durch Phosphorwolframséure zu erhalten, die Zersetzungs- 
flissigkeiten, so weil es nur angéngig ist, zu coneentriren. 
Man arbeitet daher bei quantitativen Bestimmungen der 
Zersetzungsprodukte nicht mit verdiinnten, sondern mit con- 
centrirten resp. tibersattigten Losungen der Monoamido- 
siiuren. Hiitte Hausmann diese Kontrollversuche, den wirklichen 
Bedingungen entsprechend, an concentrirten Zersetzungs- 
fliissigkeiten vorgenommen, dann wire das Resultat ein anderes 
gewesen. Er hitte dann jedenfalls die Angaben zuverliissiger 
Beobachter,!) nach denen in den Phosphorwolframniederschlag 
ausser den Diaminosiiuren alle méglichen Substanzen eingehen, 
bestitigen konnen. 

Kasse ich die Resultate meiner Arbeit kurz zusammen, 
so ergibt sich, dass die Methode, nach der Hausmann die 
Vertheilung des Stickstolfs im Eiweissmolekiil bestimmt, keine 
zuverlissigen Werthe liefern kann. 


1) Diese Zeitschrift, Bd. XXIX, S. 138. 

2) Siehe die Arbeit Kossel’s: «Ueber die Bildung von Thymin 
aus Fischsperma». Diese Zeitschrift, Bd. XXH, S. 188 und Hedin’s 
Arbeit: «Einige Bemerkungen uber die basischen Spaltungsprodukte des 
Klastins.». Diese Zeitschrift, Bd. XXV, Ss. 3-46. 














































Zur Kenntniss der pflanzlichen Oxydasen. 


Von 
Dr. B. Slowtzoff. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Laboratorium der St. Petersburger militiir- 
medicinischen Akademie.) 


(Der Redaction zugegangen am 11. October 1900.) 


! Bei der Untersuchung der Oxydationsvorgiinge in den 
thierischen und pflanzlichen Organismen fand man eine Reihe 
, : organischer Substanzen, die den Sauerstoff auf andere chemische 
Verbindungen auch in vitro tibertragen konnen: so_ theilte 
Schonbein schon im Jahre 1848 mit, dass verschiedene 


. frische thierische Gewebe und die Siifte vieler Pflanzen Wasser- 

stoffsuperoxyd zerlegen und Guajactinctur blau fiirben, dass sie 
I aber diese Fithigkeiten durch Kochen verlieren. Diese Er- 
. scheinung blieb lange ohne Erklirung, bis Bertrand,!) der 
m die Versuche des  japanischen Chemikers Hikorokuro 


n Yoshida?) wiederholte, fand, dass man auch aus dem Harz 
- des Lackbaums eine Substanz isoliren kann, die einen andern 
. bestandtheil des Lackbaumharzes, das  Laccol, energisch 
1 oxvdirt. Doch werden viele andere Koérper, wie Hydrochinon, 
y Pyrogallol, Guajacolsiiure, einige Polyphenole und Oxyhydrate 
L, der Phenole, auch einige Aether und Amine der aromatischen 


Reihe durch die von Bertrand entdeckte Substanz oxydirt: 


1, sie wurde Laccase genannt und kann als Typus_ eines 
e | oxvdirenden Fermentes gelten. Die Oxydation geht am besten 
e | bei neutraler, aber auch bei sechwach saurer Reaction vor 


sich, 50°/oiger Aethyl- oder Methylalkohol ist ohne Einfluss 
aut den Ablauf derselben. 
Bertrand?) konnte 3 Praparate von Laccase darstellen : 


- das erste, aus dem Harze des Lackbaums gewonnen, war 
: aber nicht rein. Es enthielt ungefiihr 86,77°/o Gummi (Araban 


und Galactan), 7,40°)o Wasser (durch Trocknen bei 120° 
bestiramt), 5,58°/o an Mangan reiche Asche und etwa 2,5°/o 
Kiweiss, nach dem Stickstoffgehalt berechnet. Das zweite 
Praparat, aus Annamlack gewonnen, enthielt 7,.2°/o H,O (bei 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XXXL. i) 
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110° getrocknet), 4,6°/o Asche und 0,117°/o Mangan (colori- 
metrisch bestimmt): das dritte wurde aus Medicago sativa 
isolirt und hatte den enormen Aschegehalt von 45,2°/o. 

Durch weitere Untersuchungen fanden Bertrand+4) und 
sourquelot,®) dass die Laccase in der Pflanzenwelt sehr 
verbreitet war, dabei konnte Bertrand ein zweites oxydirendes 
Ferment pflanzlichen Ursprungs isoliren, das wegen seiner 
Kihigkeit, Tyrosin zu oxydiren, Tyrosinase genannt wurde. 
Gairod®) entdeckte 1895 im Wein ein Ferment, dass das 
Sauerwerden desselben verursachte; Martinaud,!°) Caze- 
neuve,*’) Laborde’) und Lagatu’) konnten bei einer Wieder- 
holung der Versuche die Richtigkeit der Gairod schen Angaben 
bestitigen. 1897 isolirte Tolomei!!) aus dem Olivenol ein 
Ferment, welches das Sauerwerden des Oels verursacht, die 
Olease: Boutroux?!*) konnte aus dem Mehl ein oxydirendes 
Ferment darstellen, das Oxydin. So wurden also in den 
letzten Jahren 5 pflanzliche oxydirende Fermente isolirt, ohne 
hier von den Oxydasen thierischen Ursprungs zu reden, die 
, Spitzer, Salkowski, Petry 
u. A. entdeckt und beschrieben wurden. 

Da die Isolirung der oxydirenden Fermente viele Schwierig- 
keiten bietet, so ist ihre chemische Natur noch nicht Gegen- 
stand eingehender Studien gewesen; Bertrand glaubte, sie 
scien organische Manganverbindungen, die sich leicht dissociiren, 
doch griindet sich seine Theorie mehr auf Analogien als auf 
experimentelle Prifung. Es ist daher vor allen Dingen wiin- 
schenswerth, die pflanzlichen Oxydasen besser zu isoliren und 
sich mit den Gesetzen ihrer Wirkung und ihren Eigenschaften 
bekannt zu machen. 


von Abelous und Biarnés 


Zur chemischen Natur der Oxydasen. 


Als Ausgangsmaterial zur Darstellung der Laccase dienten 
Kartoffeln und Kohl. Einige Kilo frischer gewaschener Kar- 
toffeln wurden gehackt und zu Brei zerquetscht, dieser mit 
verdiinnter Essigsdure (0,5—1°/o) versetzt, um die Wirkung 
der Oxydase auf Tyrosin und andere Farbstoff liefernde Kérper 
der Kartoffel zu vernichten. Nach 24 Stunden wurde das 

































Extract durch ein Tuch colirt und abfiltrirt. Das klare, roth- 
liche oder gelbliche Filtrat wurde mit Ammonsulfat gesiittigt, 
der so gewonnene Niederschlag, der Eiweisskorper, Farbstoffe 
und Ferment enthielt, auf einem Filter gesammelt, mehrmals 
mit kalter gesiattigter Ammonsulfatlbsung ausgewaschen und 
wieder in Wasser gelést. Das Aussalzen mit Ammonsulfat 
und Auflésen in Wasser wurde 3 bis 4 Mal wiederholt. Die 
so gewonnene wiisserige LOsung der Eiweissstoffe und Fermente 
der Kartoffeln wurde gegen fliessendes Wasser in einem 
Pergamentschlauch dialysirt und mit dem 4—5fachen Volumen 
95°/oigen Aethylalkohols gefiillt, der Niederschlag auf einem 
Filler gesammelt, mit Aether gewaschen und tiber Schwefel- 
siiure im Exsieccator getrocknet. Nach eimigen Wochen wird 
der Niederschlag (ein gelblich-braunes Pulver) mit destillirtem 
Wasser extrahirt und man erhilt eine wasserklare Losung, 
aus der nach monatelangem Stehen (mit Chloroform gesattigt) 
ein feiner weisser Niederschlag ausfillt, doch ist die Menge 
desselben kaum zu wiigen. Zur Darstellung des reinen Fer- 
mentes wird das beschriebene Extract mit dem 5—6 fachen 
Volumen Aethylalkohol gefiillt, der Niederschlag gesammelt 
und iiber Sehwefelsdiure im Exsicecator getrocknet. Die Aus- 
heute der reinen Lacease ist so klein, dass ich nach jahre- 
langem Sammeln ungefiihr 1 g¢ der reinen Substanz bekommen 
habe. 

Die Darstellung der Laccase aus dem Kohl ist ganz 
dieselbe, die Ausbeute ist noch kleiner, aber das Priiparat 
kann schneeweiss erhalten werden, wiahrend das aus den 
Kartoffeln dargestellte immer eine gelbliche Farbe hat. 

Die Lésung dieser Priiparate gab intensive Biuretreaction, 
Xanthoprotein-, Millon’sche, Liebermann’sche, Pettenkofer’sche 
und Adamkiewicz sche Reaction, ebenso alle Alkaloid- und 
Fallungsreactionen. 

Bei vollstiindiger Sittigung der FermentlOsung mit Mag- 
nesiumsulfat fiillt die Laccase nicht ganz aus, Kochsalz und 
Natriumsulfat fiillen sie garnicht, dagegen wird sie bei voll- 
kommener Siattigung mit Ammonsulfat vollstiindig  gefiillt. 
Aethylalkohol fallt sie nur bei einem Gehalt von 90°/o aus. 
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Der Aschegehalt meiner Laccasepraparate ist sehr klein, 
die zwel ersten Priiparate ergaben: 
0.1218 Substanz lieferten 0,0014 Asche == 1,49°/o 
0.0861 » » 0,0013 > =1,51°/o, im Mittel 1,5 °/o. 
Das dritte und vierte Priaparat, die noch sorgfaltiger 
dialysirt waren, ergaben: 
O.1115 Substanz gaben 0,0011 Asche = 0,987 °/o 
05415 >» (,0314 » ==0,58°%Qo, im Mittel 0,78 %/o. 
Die Asche wurde in den tiber Schwefelsiiure getrockneten 
Priiparaten bestimmt, beim Trocknen bei 120° trat noch ein 
Wasserverlust von 2,75°/o ein. Die Asche enthielt Kalium, 
Natrium, Calcium und Spuren von Eisen, Phosphor und Mangan 
wurde in unseren Priiparaten nicht gefunden. 
In den Priiparaten wurde ferner noch der Stickstofl- und 
Schwefelgehalt bestimmt, der  Stickstoff nach Kjeldahl- 
Wilfarth: 


Erstes  Priiparat ) 


: 12.82 °/o N 
aus Kartoffel ‘ | | 


Zweites 12.86 °/o N {.- : oN 
) ergaben nie I jim Mittel 12,8°/o N 

Drittes von Kohl 12,74 °/o N 

Viertes i 12.76°/o N 


Der Schwefel wurde nach der Verbrennung mit Soda 
und Salpeter in Form von Baryumsulfat bestimmt: 
Erstes Priparat ) 0.60 °/o 
: -aus Kartoffel : 
Zweites f ) 0,56 °/o 
pos » 
Drittes eTEaben 0,48 Jo 


aus Kohl 
Viertes j vias 0,50 °/o 


| im Mittel 0,53 °/o 

Aus diesen Analysen ergibt sich, dass die Laccase aus 
Kartoffeln und Kohl eine eiweissartige Substanz 
(12,80 N, 0,58°/o S, alle Eiweissreactionen) und sehr 
arm an Asche ist. Sie gehort zu den Albuminen und 
enthalt weder Mangan noch Phosphor. 


Ueber einige Gesetze der Laccasewirkung. 

Zur Bestimmung der Wirkung der Lacease wiihlte ich das 
Rhohmann sche Reagens, und zwar wurde die Menge des ent- 
standenen Farbstoffes colorimetrisch gemessen. Als Einheit diente 
lolgende Losung: 10.cem. destillirtes Wasser, je 2 Tropfen 2°/ooiger 
witsseriger Paraphenylendiaminlésung und 2°/ooiger  wiisse- 
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riger Metatoluilenlésung, 2 Tropfen (#/10 ccm.) 10°/oiger Soda- 
losung, dann wurde zur Mischung ein Tropfen 5°/oiger wiisseriger 
Ferrocyankalilésung beigefiigt; die Menge des entstandenen 
Farbstoffs wurde gleich 100 gesetzt. 

Die erste Reihe der Versuche wurde angestellt, um = zu 
erfahren, ob es eine Proportionalitiit zwischen der Menge des 
Fermentes und der Menge des entstandenen Farbstoffes giibe. 
In einer Reihe von Probirréhren wurden 10 cem. der oben 
erwahnten Fliissigkeit abgemessen und mit verschiedenen 
Mengen der Ferment(Laccase)lésung versetzt. Nach einigen 
Stunden wurde der Farbstoflfgehalt colorimetrisch bestimmt. 





— : 
Nr. des | Die Menge des | Mit 


Mit Mit Mit Mit 


Ver- |Farbstoffs ohne| 5 Tropfen 


/10 Tropfen | 15 Tropfen | 20 Tropfen | 25 Tropfen 











9,02 25.0 


| 

suchs Ferment | Laccaselis. | | 

| | | | | 

I 4,0) | 50 | 625 | 875 | 10,5 | 
2 5,0 | 7,25 | 170 | 220 | 260 | 30,0 
3 6,0 | 70 | 100 | 150 | 190 | 200 
4 5,0 | 7,25 | 13,0 14,5 | 170 | 190 
5 8.0 16,5 | 247 30,0 | 36,0 | 420 
6 5.0 | 60 | 925 170 | 200 | 240 
7 80 | 202 | 27,0 | 360 | 380 | 390 
8 5,0 | 7,75 | 12,0 | 16,0 | 18,5 | 18,5 
9 50 | 70 | 10 | 150 | 160 | 165 
10 5,0 | 6,25 | 7,5 | 8.0 11,0 | 16,0 

| | | 

| 


| 
Mittel | 5.6 18,25 | 22.20 


Setzt man die Menge des Fermentes gleich 1 und die 
Menge des durch die Fermenteinheit gebildeten Farbstoffs eben- 
falls gleich 1, so kann man die gewonnenen Resultate in 
folgender Tabelle darstellen 





Menge der Laccase ......... 


1felalals 
| | 
Menge des entstandenen Farbstoffs . . .] 1 | 1,49 | 2,09 | 2,34] 2,62 
| | | 
(Quadratwurzeln aus der Menge des Fer- | | 
mentes (nach Schiitz-Borisoff). . . L | 1,41 | lel 2,00 | 2,23 
} 








Eine direkte Proportionalitit besteht also nic ht, dagegen 
entspricht die Menge des gebildeten Farbstoffs den 
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Quadratwurzeln aus der Menge des Fermentes. Von 
Medwedew"4) wurde eine solche Proportionalitét ebenfalls 
fiir die Leberoxvdase constatirt; die pflanzlichen Oxydasen 
folgen also der Schiitz-Borisoff’schen Regel, ebenso wie 
Pepsin, Pancreatin, Oleopsin u. s. w. (Walter)'!*). In meinen 
Versuchen hat die Regel so lange Giiltigkeit, bis die Menge 
des Fermentes auf das Vierfache vergréssert ist. 

Zweitens wollte ich die Frage lésen, ob die Menge des 
VOhmann’schen Reagens die Menge des entstandenen Farb- 
stoffs beeinflusst. Es wurden also zu 10 cem. Fermentlosung 
verschiedene Mengen des ROhmann schen Reagens gesetzt 
und nach einigen Stunden die Menge des entstandenen Farb- 
stoffes colorimetrisch bestimmt. 











2 ;s | 6 | 8 | © | 
Tropfen Tropfen | Tropfen , Tropfen | Tropfen | Tropfen 
| } | | I 
Versuchs- 2 oo wiisseriger Lésung von Paraphenylen- und 
Nr. Metatoluilendiamin 
| 
11 0) aa 5.0 0 io | &2 a 
| ~~ 
12 0) is 5,2 5.0 52 | 49 =a 
2. 
13 9.0 ) 4 6 52 1 - a 
14 yO £8 5,2 YI 4 5,2 ® 
15 5.0 18 5.0 52 | 54 | 5,0 
Mittel dO 49 51 | D1 52 | D0 oS 
i6u 17] 35 5D 6,0 75 | 7,5 | 10,0 | z= 
| | | } ae 
—e | as 
wou. 19 50 | 65 | 80 | 11,0 | 15,0 | 20,0 | bE 
\ | . 8] 
| ! & n 
; = . : ' O te 
Mittel 1,3 6,0 | 70 | 93 143 | 150 Ss 
N 








Die Menge des entstandenen Farbstoffs ist also 
eine Function der Menge des Fermentes, nicht aber 
der Menge des oxydirenden Reagens. Bei Anwen- 
dung eines anorganischen Sauerstoffiibertrigers (wie 
Ferrum sesquichloratum) wird die Menge des entstandenen 
Farbstoffs proportional der Menge des oxydirenden 


Reagens. 
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In der Litteratur habe ich ein ganz analoges Factum 
gefunden: Duclaux}%) theilt nimlich in seiner Mikrobiologie 
mit, dass die Menge der Dextrose, welche durch Invertin- 
wirkung entsteht, eine Function der Menge des Invertins ist. 
Vielleicht liegt ja hier ein allgemeines Gesetz der Ferment- 
wirkung vor. 

Mit Hilfe der oben beschriebenen colorimetrischen Methode 
habe ich ferner die Versuche Bertrand’s und Bouquelot’s 
liber die Wirkung der Reaction der Flissigkeit auf die Farb- 
stoffbildung (Oxydation) wiederholt. Wenn nun auch die 
Reaction einen grossen Einfluss ausiibt und eine starke Siiure 
die Thitigkeit des Fermentes vernichten kann, so kann man 
doch z. B. Kartoffellaccase 2% Stunden mit O,8—1°/oiger Essig- 
siure digeriren, ohne sie zu zerst6Gren. Wenn man die Siiure 
neutralisirt, fiingt das Oxydationsvermogen der Laccase wieder 
an. Die folgende Tabelle zeigt die Stiirke der oxvdirenden 
Kraft des Fermentes nach Digeriren mit Siiuren verschiedener 
Concentration. 











porsetchchnton 0,15 9/0 0,259) 04% 0.5 %Jo | 0,8 Yo | 1.0 %Jo | 1,5 2 ()°'5 
Siiuren 

Salzsiiure ... +1) + a t Sp Sp =p 

Essigsiiure...J) —- + i + 5 =p 

Ameisensiiure .J) —- ~ ~+- o t se Sp >p 

Milchsiiure. . 





Durch eine Rethe von Versuchen habe ich ferner fest- 
gestellt, dass die Laecase auch nicht durch Pepsinsalzsiiure 
zerstort wird, wenn nur der Siduregehalt in der Fliissigkeit 
nicht O,45—0.5°/o tibersteigt. Kurze Einwirkung der Pancreas- 
verdauung zerstOrt sie ebenfalls nicht, wie schon Portier 
gefunden hat, lange fortgesetzte liisst die Kraft des Fermentes 
allmiihlich verschwinden. 

Die todtliche Temperatur fiir die Laccase variirt je nach 
der Reinheit des Priiparates: die reinsten meiner Priiparate 


1} +. Positiv, — Negativ, Sp Spuren. 

































wurden schon bei 50° zerstort, die aschereichsten erst bei 

65— 70°. 

Aus dieser vorliegenden Arbeit lassen sich folgende 
Schliisse ziehen : 

1. Die Laccase gehdrt zu den Fermenten, denn: 

1. verliert sie ihre Wirkung bei hohen Tempe- 
raturen, 

ist ihre Wirkung proportional der Quadratwurzel 

ihrer Menge, 

3. ist die Menge des entstandenen Produktes eine 
Function der Menge des Fermentes, nicht aber 
der Menge der oxydirenden Substanz. 

2. Zu den giinstigsten Bedingungen der Oxydasewirkung 
gehort schwach alkalische Reaction, wie schon Bertrand und 
Bourquelot gefunden haben. 

3. Die Laccase kann auf Grund ihres_ Stickstoff- und 
Schwefelgehaltes und ihrer Reactionen zu den Eiweisskorpern 
gerechnet werden. Ihr Aschegehalt kann sehr gering sein, 
ohne einen Einfluss auf die Oxydationswirkung zu haben. 

t+. Die Laccase wird weder durch schwache Siuren, noch 
durch peptische oder pancreatische Verdauung zerstort. 


Lo 
° 
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Ueber gerinnungshemmende Agentien im Organismus hoherer 
Wirbelthiere. 
Von 
Dr. E. P. Pick in Wien 
und 


Dr. K. Spiro, Privatdocenten und erstem Assistenten des Instituts. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut zu Strassburg. Neue Folge Nr. 41.) 


(Der Redaction zugegangen am 23. Oktober 1900.) 


I. 

Seitdem Schmidt-Miihlheim?) und Fano?) vor etwa 
20 Jahren in C. Ludwig’s Laboratorium die Entdeckung von 
der Uncoagulirbarkeit des Blutes nach Injection von Produkten 
der Pepsinverdauung gemacht haben, hat sich das Interesse 
der zahlreichen Forscher, welche diese Erscheinung studirten, 
in erster Linie dem dabei im Organismus stattfindenden Vor- 
gang als solchem zugewandt. Man hat die mit der Ungerinn- 
barkeit des Blutes einhergehenden morphologischen und chemi- 
schen Veriinderungen am Blute selbst, die Verdanderungen an 
der Lymphe (Lymphorrhée) und Niere, die Senkung des Blut- 
drucks ebenso wie die Veriinderung der blutalkalescenz und 
endlich die dabei beobachtete eigenthtimliche Immunitiit ein- 
gehend studirt. — Ueber die Natur des den ganzen Erschei- 
nungscomplex auslésenden Agens sind bisher dagegen auf- 
fallend wenig Untersuchungen angestellt worden. 

Wahrend sich Schmidt-Miihlheim und Fano entweder 
die benutzten Peptone*) durch kiinstliche Verdauung selbst 


1) Archiv f. Physiologie 1880. 3. 50. 

2) Ebenda 1881. 5S. 277. 

3) Die meisten Autoren, welche sich mit vorliegendem Gegenstande 
beschaftigt haben, gebrauchen die Bezeichnung «<Pepton» oder «Peptone» 
im Sinne Lehmann’s und Briicke’s fiir die Verdauungsprodukte 
schlechtweg ohne scharfe Unterscheidung der einzelnen Bestandtheile 
dieser Gemenge. Auch im Nachfolgenden ist dieser Sprachgebrauch vor- 
nichst, wo es sich nicht um bestimmte Produkte handelt, beibehalten. 
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darstellten oder von kiiuflichen (Griibler’schen) Préparaten Ge- 
brauch machten, benutzte W. Kiihne in Gemeinschaft mil 
S. Pollitzer!) gereinigte Priparate, die nach seiner Me- 
thode dargestellt waren. THierbei ergab sich, dass unter den 
Pepsin-Verdauungsprodukten zweien, der Protoalbumose (von 
der Heteroalbumose durch Dialyse getrennt) und dem = Anti- 
pepton, ein Einfluss auf die Blutgerinnung nicht zukommt. 

Auch A. Grosjean?) wandte bei seinenunter L. Fredericq's 
Leitung angestellten Untersuchungen <tiber die physiologische 
Wirkung von Propepton und Pepton» die Ktithne’schen Dar- 
stellungsmethoden an. Die durch Pepsin-Chlorwasserstoflsaure 
(resp. Magenschleimhaut und Saiure) aus Schweinsfibrin bereiteten 
Albumosen wurden mit Ammonsulfat gesiittigt: Der Nieder- 
schlag, nach der Dialyse aus seiner LOsung mit Alkohol gefallt 
und gewaschen, stellte das «Propepton» dar, wahrend die 
Mutterlauge, eingedampft, vom ausgeschiedenen Salz abgegossen, 
mit 2 Volumen Alkohol gefillt, durch Erwiirmen vom Alkohol 
und durch Baryumearbonat und Baryumhydrat vom Ammon- 
sulfat’ befreit, das «Pepton> leferte. Bet der intravendsen 
Injection ergab sich, dass die Behinderung der Coagulation 
nur durch das «Propepton», nicht durch das «Pepton» erzielt 
werden konnte, ein Resultat, das spiiter mit der gleichen Me- 
thode von A. Ledoux?) bestitigt wurde. Zu erwaihnen ware 
ferner, dass auch nach den Untersuchungen von Ellinger 
und dem einen von uns*) dem nach verschiedenen Methoden 
dargestellten sog. «Antipepton» ein coagulationshemmender 
Kinfluss nicht zukommt. 

Bei allen diesen Untersuchungen kamen Verdauungs- 
produkte des Fibrins zur Anwendung. Erst Arthus und 


1) Verhandlungen des Naturhist.-med. Vereins zu Heidelberg N, F. 
Bd. 3, S. 292, 1885. 
2) Travaux du laboratoire de L. Fredericq, T. IV., Liége 1892. 


3) Archive de biologie, Bd. 14., 8. 63, 1896. 

4) Spiro und Ellinger, Der Antagonismus gerinnungsbefordernder 
und gerinnungshemmender Stoffe im Blute und die sogenannte Pepton- 
immunitiit. Diese Zeitschrift, Bd. XXIII, S. 114, 1897. 
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Huber?) suchten zu zeigen, dass auch die Albumosen des 
Caseins (dargestellt durch Coagulation von Kuhmileh mittelst 
Lab und Auflésen des Coagulums in einem Glycerinextract 
von Hundepankreas) und die «(Gielatosen» (aus einer starken 
Gelatineldsung mit kiinstlichem Pankreassaft gewonnen) iihn- 
lich wie kaéufliches Fibrinpepton (Wittepepton) wirkten.  Frei- 
lich waren von diesen Priiparaten ausserordentlich hohe Dosen 
erforderlich; denn wiihrend von Wittepepton 0,3 g pro Kilo 
Thier mit Sicherheit bewirken, dass eine Blutprobe, die 2!#/2 
Stunden nach der Injection entnommen wird, noch eine Stunde 
braucht, um fest zu werden, und dass die normale Gerinn- 
barkeit erst nach 31/2 Stunden bet dem Versuchsthier wieder- 
kehrt, waren von den Albumosen des Caseins 1,5—1,75 g pro 
Kilo Thier und bei den Gelatosen gar 2 ¢ noéthig, ohne jedoch 
stets eine volle Wirkung hervorzurufen. Diese Angaben wurden 
spiter auch von Chittenden, Mendel und Henderson?) 
bestiitigt, die allerdings reine Gelatinpeptone ganz unwirksam 
fanden. Im Gegensatz zu diesen Resultaten, welche die nach 
Pepton»injection beobachteten Wirkungen ebenso wie deren 
grosse Toxicitét mehr oder minder den meisten Albumosen 
zukommen lassen, fiihrte eine Arbeit von E. Fiquet%) zu 
ganz abweichenden Ergebnissen. Derselbe zeigte im Labora- 
torium von A. Gautier, dass Albumosen, die nach dessen 
Verfahren gereinigt, d. h. einer combinirten Ammonsulfat- 
Alkohol-Behandlung unterworfen waren, absolut keine allge- 
mein toxischen Wirkungen mehr zeigten, so dass z. b. ein 
Kaninchen die Injection von 10 g Pepton an einem Tage ohne 
Schaden ertrug. Auf die Bedeutung dieser Befunde fiir die 
Untersuchungen iiber die Nichtgerinnbarkeit des Peptonblutes 
hat M. Nencki‘) ausdriicklich hingewiesen. 

In jiingster Zeit endlich steuerten noch Chittenden 
und Mendel mit Me. Dermott®) resp. Henderson umfang- 


1) Archive de physiologie, Bd. 28, 5. 857, 1896. 
2) Americ. Journal of Physiology, Bd. 2, 5. 157, 1899. 
3) Comp. rend. soc. de biolog., Bd. 49, 5. 459, 1897. 
4) Maly’s Jahresbericht, Bd. 27., S. 196, 1898. 


5) Americ. Journal of Physiology, Bd. 1, 5. 255, 1898. 
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reicheres Material fiir die vorliegende Frage bei, indem sie 
einmal verschiedene Eiweisskorper verdauen liessen, anderer- 
seits auch Papain als verdauendes Agens benutzten: Wihrend 
die mit Pepsin und Trypsin aus coagulirtem FEieralbumin er- 
haltenen Verdauungsprodukte im Ganzen wie die des Fibrins 
wirkten, zeigten Praparate von Hemipepton und «einer albu- 
moseihniichen Substanz», die ohne Zusatz von Fermentlosungen 
nur durch Einwirkung von Schwelelsiure gewonnen waren, 
eine auffallend geringe Wirkung. Auch ein aus reinem Edestin 
gewonnenes Antialbumid erwies sich als wenig, vielleicht gar 
nicht wirksam (normale Gerinnungszeit 3 Minuten, nach der 
Injection 4, resp. 9, resp. 4, resp. 5 Minuten). 

Die durch Papain gewonnenen Produkte wirkten im All- 
vemeinen in kleineren Dosen und _ stiirker als die durch ani- 
malische Verdauungsmittel erhaltenen. 

W. H. Thompson!) endlich hat bei seiner umfang- 
reichen und sorgfiltigen Analyse der «Peptonwirkung» nur 
Griibler’ sche Priaparate verwandt. 

Diese Uebersicht tiber die vorhandene Litteratur zeigt 
wohl, dass das bisher fiir die einschliigigen Studien gebrauchte 
Pepton» ete. durchaus als nicht einwandsfreies Material zu 
bezeichnen ist. Zuniichst ist das meist als Ausgangsmaterial 
verwandte Fibrin (und dasselbe gilt mehr oder weniger auch 
fiir die anderen nativen Eiweissstoffe) nicht nur ein Gemenge 
verschiedener Eiweissk6rper, sondern auch ein Substrat, dem 
noch verschiedene andere Stoffe, zumal auch Fermente, an- 
haften. Ferner ist die zur Darstellung der Albumosen ange- 
wandte Methode der kiinstlichen Verdauung insofern nicht ein- 
wandsfrei, als dabei eine in ihrer Zusammensetzung und 
Wirkung unbekannte Verdauungslésung benutzt wird. Und 
dass endlich die zur Reinigung der Albumosen verwandten 
Methoden nicht ausreichend sind, braucht nach der eingehenden 
Arbeit des einen von uns (EK. P. Pick)?) wohl nicht neuer- 
dings dargelegt zu werden. 

1) Journal of Physiology, Bd. 24, 5. 378, 1899. 

2) Diese Zeitschrift, Bd. XXIV, S. 246, 1897 und Bd. XXVIIL., 
S. 219, 1899. 
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Wenn somit aus den bisherigen Untersuchungen nicht 
mit Sicherheit geschlossen werden kann, dass die beobachteten 
Pepton»-wirkungen in der That den Albumosen oder doch 
bestimmten Spaltungsprodukten der EiweisskOrper zukommen, 
so verdienen jene Arbeiten um so mehr Beachtung. welche 
bei Anwendung eines vollig andersartigen Materials eine jener 
der Peptone analoge oder doch wenigstens idhnliche Wirkung 
sicherstellten. Hier ist neben dem seit Hayeraft viel stu- 
dirten Blutegelextract, dessen Eiweissnatur nach gelegentlichen 
eigenen, unverOffentlichten Untersuchungen zweifelhaft zu sein 
scheint,!) zuniichst eine Beobachtung Fanos anzufiihren. Die 
mit Hilfe von Trypsin dargestellten «Peptone» zeigen bekanntlich 
nicht die gleichen Wirkungen wie die durch Pepsin erhaltenen 
Produkte. Bedingung hierfiir ist jedoch, wie schon Fano 
fand, dass die Trypsinverdauung unter Ausschluss von Fiaul- 
hiss stattfindet; war die Faulniss bei der bereitung der Tryp- 
tone nicht vermieden, so verhalten sich die erhaltenen Pro- 
dukte wie Pepsin-Peptone, sie hemmen die blutgerinnung. 
Offenbar kénnen also Bacterienprodukte wie Fibrin- 
albumosen wirken. 

Noch wichtiger fiir die Beurtheilung der Albumosen- 
wirkung sind Versuche, die Albertoni?) noch vor der Ent- 
deckung Schmidt-Miilheim s tiber die Wirkung von Pepsin 
und Pankreatin auf das Blut angestellt hat, und aus denen 
eeringe Mengen von den_ kiiuf- 


hervorgeht, dass schon sehr ¢ 
lichen Priiparaten beider Fermente eine sehr starke  anti- 
coagulirende Wirkung auszuiiben im Stande sind. 

Aehnliche Beobachtungen hat J. Salvioli3) an diastatischen 
ermenten gemacht: Hundespeichel, Ptvalin, diastatisches 
Leberferment heben, in den Kreislauf von Hunden injicirt, die 


Gerinnbarkeit sofort auf und wirken auch im Uebrigen (4. b. 
auf die Alkalescenz des Blutes) wie Peptone,4) was auch m 


1) Vel. W. L. Dickinson, Journal of Physiology, Bd. Pl, 5. 566. 
IR). 

2) Centralblatt fiir die med. Wissensch. 1878 und 1879. 

3) Centralblatt fiir die med. Wissensch. 1885, Nr. Ot. 

4) Salviol:, Verinderung des Blutes durch Peptone und ldsliche 
lermente, Maly’s Jahresbericht Bd. 22, 3. 89, 1892. 




























neuerer Zeit noch von Ch. Contejean!) bestiétigt und von 
H. Hildebrandt?) weiter ausgefiihrt worden ist. 

Kbenso kénnen vielleicht auf Fermente Beobachtungen 
zuriickgefiihrt werden, wie sie Mosso*) am Murenidenserum, 
Delezenne') am Aalserum, weiter Abelous und Billard’) 
an der Leber der Crustaceen und namentlich des Flusskrebses, 
und endlich C. J. Martin®) am Gift der australischen schwarzen 
Schlange (Pseudechis porphyriacus) gemacht hat. Namentlich 
die Beobachtungen am Schlangengift, wo 0,0O001 g des Secretes 
pro Kilo Thier geniigt (also ein Verhiiltniss 1 : 100 Millionen), 
um bet intravendser Injection Hundeblut ungerinnbar zu machen, 
zeigen, wie minimaler Quantitiiten es bedarf, um die Vorginge 
der Blutgerinnung total zu iindern. 

In diesen Fiillen macht die ausserordentlich geringe Dosis, 
die zur Hervorrufung der Peptonwirkung geniigt, eine chemische 
Untersuchung des wirksamen Principes unmoglich, daneben 
aber besitzen wir Erfahrungen, in denen den Eiweisskorpern 
nahe stehende, nicht durch Verdauung erhaltene Stoffe oder 
deren Spaltungsprodukte dieselbe Wirkung entfalten. Hier 
sind die Erfahrungen von C. A. Pekelharing’) zu nennen, 
der nach Einverleibung kleinerer Nucleoalbumindosen beob- 
achtete, dass das Blut sich vollkommen wie Peptonblut ver- 
hielt. Hier wiire endlich noch die gerinnungshemmende 
Wirkung zu erwiihnen, die nach den bekannten Untersuchungen 
Kossel’s’) und Lilienfeld’s*) dem in Zellkernen  vor- 
kommenden Nucleohiston, resp. dessen Spaltungsprodukten 
zukommt. Durch diese Untersuchungen ist das schon von 
Alexander Schmidt behauptete Vorkommen von gerinnungs- 


1) Compt. rend. soc. biolog. Bd. 46, 5. 833, 1895. 

2) Virchow’s Archiv, Bd. 121, 8S. 1, 1890. 

3) Archiv f. exp. Path. u. Pharm., Bd. 25, S. 111, 1890. 

4) Arch. de Physiol., Bd. 9, 5. 646, 1897. 

5) Compt. rend. soc. biol., Bd. 49, S. 991 und S. 1078, 1897. 
6) Journal of Physiology, Bd. 15, 5. 379, 1895. 

7) Deutsch. med. Wochenschrift 1892, S. 1133. 

5) Berl. klin. Wochenschr, 1893, Nr. 21. 

9) Diese Zeitschr., Bd. 20, S. 103, 1895. 








hemmenden Factoren in den Zellen («Cytoglobulin» und «Prae- 
globulin») zwar mit Sicherheit bewiesen, die von Lilienfeld 
gegebene Erklarung der Gerinnungshemmung und seine Ansicht 
iiber die Natur des wirksamen Agens hat aber theilweise leb- 
haften Widerspruch erfahren.!) Exacte Untersuchungen hat 
ferner in jiingster Zeit W. H. Thompson?) uber die physio- 
logische Wirkung der Protamine und ihrer Spaltungsprodukte 
ausgefiihrt, in denen gezeigt wurde, dass den Protaminen 
neben ciner Art agglutinirender auch eine gerinnungs- 
hemmende Wirkung zukommt, und dass dieselbe schon nach 
einer zehnfach kleineren Dosis eintritt, als man bei den 
Albumosen zu reichen gewohnt ist. Durch Kochen mit  ver- 
diinnter Siure, wobei die Protamine in die Protone A. Kossel’s 
libergeftihrt werden, sah er die anticoagulirende Wirkung fast 
ginzlich verschwinden. 

Von besonderer Wichtigkeit endlich sind mit Riieksicht 
daraul, dass als Ausgangsmaterial fiir die angewandten AI- 
bumosen Fibrin benutzt wird, die Untersuchungen von E. Gley 3) 
liber die anticoagulirende Wirkung von Kaninchenblut auf das 
Blut des Hundes. Aehnlich niimlich, wie nach den Unter- 
suchungen Hayem’s ein Hund, dem dreimal das eigene Blut 
entzogen und durch Pferdeblut ersetzt wird, ungerinnbares 
Blut liefert, wird ebenfalls bei dem Hund durch Kaninehen- 
blut die Gerinnbarkeit noch mehr herabgesetzt. Werden 20 bis 
30 ccm. Carotisblut vom Kaninchen modglichst schnell einem 
Hund von 5 bis 8 kg in die vena saphena injicirt, so bleibt 
das Blut des letzteren ca. 2 Stunden fliissig, nachdem es der 
Ader entnommen ist; das Serum des Kaninchens dagegen 
hat diese Wirkung nicht. Man darf danach vermuthen, dass 
die Substanz, welche die eigenthiimliche anticoagulirende Wir- 
kung bedingt, beim Fibrin oder den geformten Blutbestand- 
theilen zuriickbleibt. An echten, genuinen Eiweissstoffen selbst 
hat man bisher eine anticoagulirende Wirkung noch nicht 


1, Vgl. Hammarsten, Lehrbuch der physiol. Chemie. 4. Aufl. 
>. 164—167. 1899. 

2) Diese Zeitschrift, Bd. XXIX, S. 1, 1899. 
3) Compt rend. soc. biol. Bd. 48, S. 759. 1896. 
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beobachtet. Heidenhain!) fiihrt zwar gelegentlich seiner 
Versuche iiber die lymphtreibende Wirkung der Albumosen 
auch ein Experiment an, in dem eine native Eiereiweisslésung 
lymphorrhoisch wirkte und eine ungerinnbare Lymphe lieferte, 
dem gegeniiber hat jedoch der eine von uns?) schon zeigen 
konnen, dass bei Injection krystallisirten Serumalbumins diese 
Wirkung vermisst wurde, wie auch wahrscheinlich gemacht 
werden konnte, dass an der Wirkung der Albumosen. ihre 
eolloidale Beschaffenheit nicht betheiligt ist. 

Aus all diesen in der Litteratur vorhandenen Angaben 
kann ein Schluss darauf, ob die genannten oder bestimmte 
Verdauungsprodukte als solehe Triiger der «Peptonwirkung> 
sind, oder aber thnen anhaftende Beimengungen, nicht gezogen 
werden: immerhin muss bei der, wie man sieht, grossen Ver- 
breitung anticoagulirend wirkender Stoffe und bei der ausser- 
ordentlich geringen Dosis, die bei einzelnen fiir eine volle 
Entfaltung ihrer Wirkung noéthig ist, die letztere Moéglichkeit 
ernstlich ins Auge gefasst werden. 


Das Auftreten der gerinnungshemmenden Substanz bei Eiweissspaltung 
ist nicht an Darstellung durch Fermente gebunden. 

Da erfahrungsgemiiss Eiweiss unter dem Einfluss von 
verschiedenen Fermenten, von Siiuren und Alkalien dieselben 
oder doch sehr iihnliche Spaltungsprodukte liefert, wurde zu- 
niichst untersucht, ob ebenso wie bei Pepsinverdauung § be! 
anderen Formen der EKiweissspaltung gerinnungshemmend wir- 
kende Produkte auftreten. Als Ausgangsmaterial diente zu- 
niichst Fibrin. 

Spaltung durch Fermente. 
A. Pepsinrerdauung. 

Dank der allgemeinen Zugiinglichkeit dieser Methode 

sind auch bei weitaus den meisten Versuchen, die seit S¢hmidt- 


1) Versuche und Fragen zur Lehre vonder Lymphbildung, Pfliiger = 
Archiv, Bd. 49. 8. 209. 1891, Vel. S. 24) und Protokoll XXI. S. 294. 

2) Spiro, Ueber Diurese. Arch, f. exp. Path. u. Pharm. Bd. #1. 
S. 148. 1898, 











Miihlheim tiber Peptonwirkung angestellt worden sind, Pra- 
parate benutzt worden, welche mit Hiilfe kiinstlicher Magen- 
verdauung, sei es im Laboratorium, sei es fabrikmiissig 
sewonnen waren. Leider ist diese Methode nicht ganz ein- 
wandsfrel: wie schon oben auseinandergesetzt, hat Albertont 
cezeigt, dass dem Rohpepsin als solchem eine anticoagulirende 
Wirkung zukommt: wenn nun auch im Allgemeinen§ diese 
Fehlerquelle wegen der kleinen Quantititen Pepsin, die zur 
Verdauung nothig sind, nicht allzusehr in Betracht kommen 
wird, so ist doch damit ein wechselnder und unkontrollirbarer 
Factor cingefiihrt, der um so stérender sein kann, als, wie ja 
hei dem Gift der schwarzen Schlange gezeigt, schon minimale 
Quantitiiten eines wirksamen Stoffes eine ausserordentliche 
Wirkung ausiiben konnen. 

Um zu erfahren, ob die Anwesenheit von Pepsinpriiparaten, 
bezw. von Pepsinferment tiberhaupt zur Bildung der gerinnungs- 
hemmenden Produkte néthig ist, wurde der Versuch gemacht, 
sie bei Darstellung der Albumosen ganz zu umgehen. 


Spaltung mit Sauren. 

Leber die Einwirkung von Siiuren auf Eiweissstoffe be- 
sitzen wir genaue, quantitative Angaben mit mdglichster 
Charakterisirung der entstandenen Produkte in der Dissertation 
unseres leider so frih verstorbenen Freundes Dr. Franz 
(roldsechmidt.!) Derselbe wies nach, dass schon bei ganz 
schwachem Gehalt an Salzsiiure, z. B. 4/16-Normalsiiure (un- 
vefihr gleich der Concentration der Magensalzsiiure) von 
vornherein bei Zimmertemperatur Albumosen in_ reichlicher 
Menge auftreten, und dass gerade diese Concentration es ist, 
welche fiir die Bildung léslicher, dem Zerfall zuginglicher 
Acidalbumine die giinstigste ist. Es verlaufen bei dieser Con- 
centration an Salzsiiure die Spaltungen ganz iihnlich, wie bei 
der kiinstlichen Magenverdauung, nur dass der Magensatt der 
).2%oigen Salzsiiure insofern tiberlegen ist, als er den 
Spaltungsvorgang in hohem Maasse beschleunigt. Diesen Er- 


1) Inaug.-Diss. Strassburg i. E. 1898. Daselbst auch ein voll- 
standiger Ueberblick tiber die friihere Litteratur. 
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fahrungen entsprechend haben auch wir bei unseren Spaltungen 
eine 0,2—0,4°/oige Salzsiiure angewandt und dabei reichlich Al- 
bumosen erhalten. Behufs Vermeidung von Pilz- und Schimmel- 
wucherung wurde mit Toluol versetzt. 

Die Wirksamkeit der so erhaltenen Produkte zeigt das 
folgende Protokoll : 

Versuch I. 

2 kg frischen Fibrins wurden sorgfiltig gewaschen und in 4 Liter 
0.4” viger Salzsiiure suspendirt durch 4 Tage der Bruttemperatur aus- 
vesetzt. Nach dieser Zeit wurde das stark gequollene Fibrin von dem 
in Losung gegangenen mittelst Colirens getrennt, die Lésung aufgekocht, 
neutralisirt und der dabei léslich gebliebene Theil vom Coagulum und 
dem Acidalbumin abfiltrirt. Die filtrirte L6sung wurde auf dem Wasser- 
bade eingedampft; der Trockenriickstand, der mit schwach saurer Reac- 
tion in Lésung ging, enthielt reichlich Albumosen aller Spaltungsphasen 
und Peptone. 5 g des Trockenriickstandes wurden in 55 ccm. Wasser 
gelost, die Losung mit Na,CO, alkalisch gemacht und einem Hund im 


P 


Gewicht von 9 kg LOO g in die vena femoralis injicirt. 


Blutentnahme aus der Zeit der Gerinnung Zeit der Gerinnung 
a. femor. im Reagensglas in der Capillare 1) 
a Normalprobe a*? tha 


114°—1148 Injection 
114° tonisch-clonische Kriimpfe 
aller Extremititen, Trismus, | bleiben durch die zwei niichst- 


tiefe Athmung; | folgenden Tage fliissig. 
11°? tiefe Narkose. 
11°° Blutdruck unbeeinflusst. = ” the 
1293 200 220 


12°8 zeitweises Auftreten von Trismus u. Extremitiitenkrimpfen. 


1210 2° geronnen vorgefunden 13° 
1v'6 200 4° 
{224 2° geromnen vorgefunden 1°° 
{234 — {°° 


Um 2° liegt der Hund noch immer in tiefer Narkose; 2? Exitus. 
Wie man sieht, zeigen die durch Siiureeinwirkung aus 
Fibrin erhaltenen Produkte in Betreff der Wirkung aufs Blut 
dasselbe Verhalten im Organismus, wie die durch kiinstliche 


1) Zur Bestimmung der Gerinnungszeit verfahren wir in der von 
Spiro und Ellinger angegebenen Weise. Diese Zeitschrift, Bd. 23. 
S. 119. 1897. 









































Magenverdauung gewonnenen. Zur Bildung der gerinnungs- 
hemmenden Substanz ist somit das Pepsin entbehrlich. 
Ks mag hier daran erinnert werden, dass auch die 
Protamine, deren albumoseiihnliches Verhalten im Thierkérper 
W. H. Thompson im Kossel’schen Institut gezeigt hat, 
durch Sdurespaltung aus den Spermatozoen dargestellt sind. 
Da die Verhiiltnisse einer solchen kiinstlichen Siiure- 
digestion — ibrigens auch der tiblichen  kiinstlichen Ver- 
dauungsversuche — nicht in jeder Richtung mit Jjenen_ bei 
natiirlicher Magenverdauung zusammenfallen, so war es von 
Interesse, festzustellen, ob auch in letzterem Fall die Bildung 
von toxischen bezw. gerinnungshemmenden Stoffen erfolgt. 


Versuch II. 

“, kg Pferdefleisch wurde gut zerhackt, zweimal durch ‘2 Stunde 
behufs Entfernung irgend welcher etwa vorhandenen FEiweissspaltungs- 
produkte ausgekocht und einem Hunde, der 24 Stunden vorher zuletzt 
vefiittert wurde, gereicht. Auf der Héhe der Verdauung (nach 4 Stunden) 
wurde der Hund getidtet, der Magen abgeschniirt und der Mageninhalt 
herausgehoben. Derselbe wurde in Wasser suspendirt und zur Entfernung 
der coagulablen Eiweisskérper bei der nativ schwach sauren Reaction 
aufgekocht und das neutralisirte Filtrat zur Trockne eingedampft. Die 
sebildeten Verdauungsprodukte waren mit Ammonsulfat theils leicht aus- 
salzbar (*/e-Siittigung erzeugte massenhafte Fiillung, *#/3- und Ganzsiattigung 
der neutralen und sauren Lésung Triibungen), theils bestanden sie aus 
Peptonen, die erst durch Zusatz von Jodquecksilberkalium mit HCl ab- 
zuscheiden waren und schdine Biuretprobe leferten. Von diesen Pro- 
dukten wurden 4 ¢ in alkalischer, 15 ccm. fassender Lésung einem 8 kg 
schweren Hund intravenés beigebracht. 


Blutentnahme aus der Zeitpunkt der Gerinnung Zeitpunkt der Gerinnung 
a. femoralis im Reagensglas in der Capillare 
gst Normalprobe a + 
444949 Injection der Losung 

94° Kintritt von narkot. Wirkg. Alle Proben wurden 
956 Blutdrucksenkung; Abgang von Faces. | erst den nachsten 
10° | Morgen geronnen 
10° vorgefunden. 


Das Thier bleibt am Leben. 


Aus diesem Versuch geht also hervor, dass auch inner- 
halb des Organismus Verdauungsgemenge, welche die typische 
Wirkung haben, gebildet werden, dass somit nicht irgend 
16* 
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welche iiusseren Bedingungen der kiinstlichen Pepsinverdauung, 
z. B. ein anderes quantitatives Verhiiltniss von Ferment und 
Salzsiiure, an der Bildung der toxischen Produkte Schuld tragt. 


Lb. Trypsinverdauung. 

Den oben angefiihrten Versuchen von Fano und anderen 
gegeniiber, wonach die Trypsinpeptone der Blutwirkung  ent- 
behren, bleibt der Einwand bestehen, dass in Folge der be- 
kanntlich ausserordentlich rapid) verlaufenden Pankreasver- 
dauung andere und zwar einfacher gebaute Produkte zur 
Untersuchung kamen, als bei der so viel langsamer verlaufenden 
Pepsinverdauung. Aus diesem Grunde haben wir noch mit 
einer nur ganz kurz dauernden Trypsinverdauung einen Ver- 
such angestellt, wo im verwandten Priiparat durch Halbsittigung!) 
mit Ammonsulfat faillbare Albumosen reichlich vorhanden waren. 

Versuch III. 

i ¢ dieses Priiparates in 12 ecem. Wasser wurden einem 5200 ¢ 
schweren Hund in die Vene eingebracht. Die Gerinnungszeit des Blutes 
iinderte sich nicht. Trotzdem erwies sich das Thier bei einer eine 
halbe Stunde spiiter vorgenommenen Injection von friiher sehr wirksam 
vefundenem «Séurepepton» als immun. 

Dass die Immunitit aber nur eine durch die Pankreas- 
wbumosen bedingte war, ergab sich aus einem fiinf Tage 
spiiter ausgeftihrten Kontrollversuch, wo Wittepepton am selben 
Thier seine gewohnliche Wirkung entfaltete. 

Die somit neuerdings nachgewiesene Unwirksamkeit der 
Pankreasprodukte konnte in einer besonderen Art der ent- 
stehenden Albumosen ihren Grund haben oder aber darin, 
dass die Trypsinverdauung bei neutraler oder schwach alkalischer 
Reaction (so waren unsere Praiparate hergestellt) vorgenommen 
wird. Ob bei Pankreasverdauung in schwach saurer Losung, 
z. B. bet Ueberschuss von Salicvlsiiure, etwa doch noch wirk- 
same Gemenge entstehen, haben wir nicht gepriift. 


1) Ueber die Bildung von Albumosen bei der Pankreasverdauung 
vel. Kurajeff, Zeitschrift f physiol. Chemie. Bd. XXVI, 8. 504. 1898. 
Ueber eingehendere, im hiesigen Institut angestellte, diesbeziigliche Unter- 
suchungen wird demniichst Herr Dr. F. Baum berichten. 































C. Autolyse. 

Durch die Untersuchungen von E. Salkowski') und 
A. Dastre?) wissen wir, dass feuchtes Fibrin in Salzl6sungen 
oder Chloroformwasser aseptisch aufbewahrt sich langsam 
auflost, dabei Albumosen und Peptone und dann endlich auch 
Aminosiiuren bildend. Es legt am niichsten. darin die Wirkung 
eines dem Fibrin anhaftenden Fermentes zu sehen, das eine 
autolytische Wirkung in iihnlicher Weise entfalten kann, wie 
dies die von Salkowski in anderen Organen nachgewiesenen 
und von M. Jacoby besonders an der Leber studierten auto- 
lytischen (friher Autodigestions-) Fermente zeigen. 

Wir benutzten zu unseren Versuchen Fibrin, das liingere 
Zeit in Alkohol gelegen hatte, nachdem es vorher wiederholt 
und griindlich in der bekannten Weise ausgewaschen war. 
Trotzdem loste sich dasselbe beim Aufbewahren im Brutschrank 
bei einer Temperatur von 40° in einer 1°/oigen Kochsalz- 
losung unter Toluol ziemlich schnell bei neutraler Reaction. 
Von dem wenigen Ungeldsten wurde abfiltrirt und die Losung 
bei ganz schwach saurer Reaction coagulirt, das die ent- 
standenen Albumosen und Peptone enthaltende Filtrat (A) ein- 
gedampft und in der tiblichen Weise weiter verarbeitet. 

Das erhaltene Produkt stellte einen stark hygroskopischen Syrup 
dar, der neben einer schénen Biuret-, Millon’schen Reaction eine nur 
schwache Schwefelbleiprobe lieferte. Die Kohlenhydratreaction nach 
Molisch war positiv. Von Albumosen liessen sich alle Spaltungsstufen 
nachweisen, die leicht mit Ammonsulfat aussalzbaren Produkte waren 
in geringerer Menge vorhanden, reichlicher die bei #/s- und Ganzsiittigung 
der neutralen Lésung ausfallenden Albumosen. Auf Zusatz von Siiure 
zur salzgesattigten neutralen Lésung erhielt man nur Opalescenz. Im 
albumosenfreien Filtrate waren durch Biuretreaction und durch Fiillung 
mit Jodquecksilberkalium mit Salzsiure nachweisbare Peptone vor- 
handen. 

Das durch Kochen erhaltene Gerinnsel wurde mit 0,4°/o0iger 
Salzsiure bei Bruttemperatur digerirt, die Losung wie in den 
friiher angefiihrten Séureversuchen weiter behandelt (B). 


1) Zeitschr. f. Biologie, Bd. 7, 5. 92, 1889. 
2) Compt. rend., Bd. 118, 5. 959, 1894. 








Versuch IV. 

Injection von 5,5 g der spontan in Lésung gegangenen Produkte (A) 
an einem 9 kg schweren Hund ergab keine Verlangerung der Gerinnungs- 
zeit, keine Fibrinolyse, auch keine Wirkung auf das Centralnervensystem 
und den Blutdruck. 

Kine 40 Minuten spiiter zur Kontrolle vorgenommene Injection 
von Wittepepton zeigte die typische Wirkung: unter Blutdrucksenkung 
Ungerinnbarkeit des Blutes. 


Versuch V. 

d,5 g wurden einem 10 kg schweren Hund beigebracht. Das 
Krgebniss war ebenso negativ wie in Versuch IV. 

Ks erhebt sich nunmehr, da die bei der Autolyse aus 
dem Fibrin entstehenden Albumosen sich als unwirksam er- 
wiesen haben, die Frage: ist die wirksame Substanz — ohne 
iiber deren Natur etwas aussagen zu wollen, ob Albumose 
oder nicht — gar nicht entstanden oder bei der Autolyse 
zerstort worden? 

Kine Entscheidung dieser Frage war vielleicht zu erhalten 
durch Untersuchung der Siiureeinwirkungsprodukte von A und 
B. Wir haben beide daher in der oben angegebenen Weise 
der Séiureeinwirkung unterworfen und die dabei entstehenden 
Albumosen einem Hund intravenés injicirt. 


Versuch VI. 


Finem 15 kg schweren Hund wurden 10,5 g der durch Saure- 
wirkung aus dem Gemenge A erhaltenen Produkte, welche immerhin noch 
ceringe Mengen durch Halbsattigung mit Ammonsulfat fallbarer Albumosen 
enthielten, intravenés beigebracht. Das Ergebniss war vollig negativ. 
Kin nachtriglich mit Wittepepton ausgefiihrter Kontrollversuch ergab die 
vollige Empfiinglichkeit des Thieres fiir Peptonwirkung. 


Versuch VIL. 


Kin 14.5 kg schwerer Hund erhielt 8 ¢ der durch Siure aus dem 
Coagulum B erhaltenen Produkte, welche reichlich die verschiedenen 
Formen der Albumosen und echten Peptone enthielten, intravends. 

Injection 11 Uhr 26 Min. bis 11 Uhr 28 Min. Nach zwei Minuten 
tritt tiefe Narkose ein, der Blutdruck findert sich micht (!). Die um 
lf Uhr 30 Min., 11 Uhr 36 Min., 11 Uhr 43 Min., 11 Uhr 51 Min. ent- 
nommenen Blutproben bleiben 24 Stunden lang ungeronnen. Der Hund 
wird den andern Tag morgens todt im Kifig vorgefunden. 
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Aus diesem und dem vorhergehenden Versuche ergibt 
sich daher das Folgende: Die bei der Autolyse des Fibrins 


entstehenden Produkte haben weder als solche, noch nach der 
Siiurespaltung eine anticoagulirende Wirkung, andererseits 
jedoch wird durch den Vorgang der Autolyse die Muttersubstanz 
des anticoagulirenden Agens nicht zerstort: denn wenn man 
den Process der Autolyse zu einer Zeit unterbricht, wo noch 
nicht alle in Lésung gegangenen Eiweisskérper in Albumosen 
oder weiterstehende Produkte gespalten sind, so liefert der 
coagulable Antheil bei Siiureeinwirkung gerinnungshemmende 
Produkte. Dabei bleibt allerdings unentschieden, ob die 
coagulablen Eiweisskérper als solche, oder eine ihnen bei- 
semengte andere Substanz das gerinnungshemmende Agens 
liefert. 


Spaltung durch Saure und Alkali. 


Dass Saure auch ohne Mitwirkung von Pepsin aus Roh- 
fibrin und aus den vom Fibrin bei der Autolyse erhialtlichen 
coagulablen Produkten das gerinnungshemmende Agens _ bildet, 
ist aus den oben angefiihrten Versuchen ersichtlich. 

Es konnte danach erwartet werden, dass auch die Alkali- 
spaltung zum gleichen Resultat fiihren wiirde. Die Vermuthung 
hestiitigte sich aber nicht. 


Versuch VIII. 

Fibrin wurde mit 0,3°oiger Sodalisung eine Woche hindurch bei 
‘O° C. digerirt und hierauf aus der Digestionsfliissigkeit in tiblicher Weise 
Albuminsaure und «Alkalialbumose»!) ausgefiillt. 

In dem Gemenge der in Loésung gegangenen Spaltungsprodukte 
ergab die Prifung mit gesittigter Ammonsulfatlésung. dass insbesondere 
die bei ‘/e- und ?/3- Sattigung ausfillbaren Albumosen in reichlicher Menge 
vorhanden waren. Volle Siittigung der neutralen und schwach sauren 
Losung erzielte in den angestellten Proben nur eine Opalescenz. Im 
albumosenfreien Filtrate trat noch deutliche Biuretreaction auf, nach 
Zusatz von Gerbsiiure Fillung, wihrend Jodjodkalium und Jodquecksilber- 
kalium mit HCl keine oder nur unbedeutende Reaction aufwiesen. 


1) Vel. Otto Maas, Ueber die ersten Spaltungsprodukte des 
Eiweisses bei Einwirkung von Alkali. Diese Zeitschr., Bd. XXX, 8. 61, 1900. 
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Fin 8 kg schwerer Hund erhialt 4,6 ¢ der Produkte gelést in 27 ccm. 
schwach alkalischen Wassers intravends injicirt. Es wurde nur eine 
vorubergehende narkotische Wirkung, keine Aenderung des Blutdrucks 
und namentlch auch der Blutgerinnbarkeit beobachtet. 

Dass das Thier nicht von vornherein gegen Pepton immun war, 
ergab die cine halbe Stunde spiiter vorgenommene Injection von Witte- 
pepton, welche in jeder Richtung typisch wirkte. 

Aus den angefiihrten und zahlreichen anderen im gleichen 
sinne verlaufenen Versuchen liisst sich entnehmen, dass das 
Auftreten der gerinnungshemmenden Substanz nicht an die 
Spaltung durch ein Ferment gekniipft ist, da das Trypsin und 
das proteolytische Ferment der Autolyse in dieser Richtung 
unwirksam, Pepsin zum Mindesten entbehrlich ist. 

Hiermit soll der Frage, ob nicht andere Fermente bet 
Abwesenheit von Siure aus Fibrin und anderen Eiweiss- 
semengen ein gerinnungshemmendes Agens erzeugen, nicht vor- 
gegriffen sein. Die oben angefiihrten Versuche von Chittenden, 
Mendel und Henderson iiber die Wirksamkeit der Papain- 
verdauung Jassen sich wohl in diesem Sinne deuten, ebenso 
die Beobachtung von Albertoni, dass aus dem Ferment- 
gemenge des Pankreas an und ftir sich schon ber der intra- 
venosen Injection gerinnungshemmende Stoffe erhalten werden 
konnen: auch die Erfahrungen Fanos, dass Tryptone, bei deren 
Bereitung Fiiulniss nicht ausgeschlossen war, wirksam waren, 
konnen hier herangezogen werden. 

Wir haben bis jetzt die Sache nach dieser Richtung nicht 
weiter verfolgt, ebenso wenig wie die naheliegende Frage, ob 
Alkali, Trypsin und autolytische Fermente etwa den durch 
Siure gebildeten gerinnungshemmenden Korper zerstoren. 

Fiir die uns wesentlich beschiftigende Frage, ob das 
eerinnungshemmende Agens eine Albumose ist, ergibt sich 
aus dem Vorgefiihrten zunichst: 

Albumosengemenge aus Rohfibrin, wenn sie durch Ein- 
wirkung von Trypsin, Autolyse oder Alkali erhalten sind, 
besitzen keine Wirkung auf die Blutgerinnung, obgleich sie 
nachweisbar Albumosen enthalten, die sich von den ‘durch 
Pepsinsalzsiure oder Séure allein erhaltlichen zur Zeit nicht 


unterscheiden lassen. 





Aus reinen Hiweisskérpern (Edestin, Casein) lasst sich keine 
gerinnungshemmende Substanz gewinnen. 
Nachdem wir in der Einwirkung verdiinnter Siiuren ein 
Mittel kennen gelernt hatten, welches ermodglichte, unter Ver- 
meidung von Fermentpriiparaten zu wirksamen Spaltungs- 
produkten zu gelangen, lug es nahe, die Versuchsanordnung 
noch weiter zu vereinfachen und die Siiure auf reine, von den 
an nativen Elweissgemengen stets anhaftenden Beimengungen 
freie EiweisskOrper einwirken zu lassen. Hier konnte mit aller 
Klarheit entschieden werden, ob die gerinnungshemmende 
Substanz regelmiissig ein Spaltungsprodukt der Eiweissstotfe 
darstellt, wie das zu erwarten, wenn sie mit einer der durch 

Siure entstehenden Albumosen zusammentfiele. 

Als leicht zugiingliche Eiweisskérper, die auch in ge- 
nugender KReinheit zu beschaffen waren, erwiesen sich Casein 
und Edestin,!) jenes thierischen, dieses pflanzlichen Ursprungs. 
bei beiden ging die Albumosenbildung in verdiinnter Siiure 
nur recht langsam vor sich, zumal das Casein in verdiinnten 
Suuren gar nicht, das Edestin nicht sehr l6slich ist. Die 
entstandenen Albumosen, deren Reinigung und Charakterisirung 
nicht im Rahmen dieser Arbeit lag, waren schén aussehende 
weisse Korper. 

Versuch IX, 

200 g nach Hammarsten’s Angaben dargestelltes, von Hochst 
bezogenes Priiparat wurden mit 1 Liter 0,4°oiger Salzsiure durch 4 Tage 
bet Bruttemperatur digerirt, der dabei entstandene, stellenweise von ein- 
cetretener Liebermann’scher Reaction violett verfiirbte dickliche Bre: 
in ca. 2 Liter Wasser aufgeschwemmt, bis zur schwach sauren Reaction 
abgestumpft und behufs Coagulation des ungespaltenen Restes durch 
[2 Stunden auf dem Wasserbade gekocht. Die von dem bei der Neu- 
tralisirung sich abscheidenden Acidalbumin und vom ausgefallenen 
Coagulum abfiltrirte Fliissigkeit wurde bei neutraler Reaction auf dem 
Wasserbade zur Trockne eingedampft. Die Gesammtmenge der so er- 


1) Die negativen Resultate, die Chittenden, Mendel und 
Henderson in einem Falle mit dem Edestin schon erhalten haben 
ohne es weiter zu verfolgen, sind schon oben angefiihrt worden (S. 238 
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haltenen Substanz betrug an 20 g. Eine Probe davon am Platinblech 
verascht hinterliess einen nur geringen anorganischen Riickstand. Das 
Priiparat liste sich leicht in H,O, die Lésung reagirte sauer und zeigte 
mit Ammonsulfat gepriift die Anwesenheit simmtlicher Albumosen- 
fractionen, besonders reichlich der durch Halbsattigung und der durch 
Ganzsiittigung erhiiltlichen Antheile.1) 

15 g der Substanz wurden in ca. 50 ccm. Wasser gelést, mit Soda 
schwach alkalisch gemacht und einem 7.5 kg schweren Hunde intravenés 


einverleibt. 
Blutentnahme aus der Zeitpunkt der 
a. femoralis Gerinnung 
Kprouvette Capillare 
11°? i3** 11'* bleibt geronnen 


Normal probe 
11'*-11'® intravendse 
Injection in die v. femor. 
11° schwache Narkose, starke 118° = 11°° sofort nach der Gerinnung 


Blutdrucksenkung tritt Fibrinolyse ein2) 
ee 114! 114? spéter eintretende, schwachere 
Fibrinolyse als vorher 
11°° 11° 1144 der gleiche Befund 
11°" 115! 114% 
1144 1155458 


Alle Fibrinolyse aufweisenden Proben bleiben tagelang gelist 
Hund am niichsten Morgen todt im Kiifig aufgefunden. 


Versuch X. 
Saurespaltung des Edestins. 

100 ¢ krystallisirten Edestins wurden eine Woche hindurch_ bei 
Bruttemperatur mit O.8°/oiger Salzsiiure stehen gelassen und nach Ablauf 
dieser Zeit die Spaltungsprodukte in der von uns geiibten Weise isolirt, 
Die Spaltung ging relativ langsam vor sich, und auch die Menge der 
erhaltenen Produkte war gering. Der grésste Theil des zur Spaltung 
angewandten Materials fiel als Acidalbumin aus oder blicb bei der nach- 
foleenden Coagulation zuriick. Die nach dem Einengen auf dem Wasser- 
bade erhaltenen Produkte stellten eine schén weiss gefarbte Masse dai 
Die gesammte Ausbeute betrug ungefiihr 10 g. Das Priiparat léste sich 
mit schwach saurer Reaction leicht in Wasser, in concentrirter Lésung 
hinterliess es eine Triibung, die auch auf Zusatz von schwachem Alkali 
nicht véllig schwand. Die Lésung gab eine schéne Biuret- und Millon’sche 


1) Vel. F. Alexander, Diese Zeitschr., Bd. XXV, S. 411. 
2) Dass das Caseinpraparat noch ein proteolytisches Ferment ent- 
hielt, kKonnte in besonderen Versuchen durch Autolyse in Kochsalzlésun: 


vsezeigt werden. 











Reaction, liess sich féillen durch 95°%/oigen Alkohol, verdiinntes Kupfer- 
sulfat, sowie Essigsiiure mit Ferrocyankalium. Die Reaction nach 
Molisch, sowie die Schwefelbleireaction blieben negativ. Gesiittigte 
Ammonsulfatlésung erzeugte: 
bei '/e-Sattigung: ?/s-Siittigung: voller nape 200 dl voller mary cieae 
' der neutr. Lésung: der saur. Lésung: 
massenhafte flockige 
Fiillung 
Das albumosenfreie Filtrat zeigte Biuretreaction und gab mif 
Jodjodkalium, sowie mit Jodquecksilberjodkalium und Salzsaiure Fallung. 


Opalescenz Flocken Triibung 


k's waren demnach bei der Siéiuredigestion sowohl verschiedene Albumosen 
wie auch Peptone entstanden. 

Ein Hund von 3,2 kg erhiilt intravenés 4 g, gelést in 12 ccm. mit 
Soda schwach alkalisch gemachten Wassers. 

Es tritt weder Gerinnungverziégerung noch Fibrinolyse auf. Auch 
andere Wirkungen der « Peptone» fehlen. 

Nach 6 Tagen erhielt das Thier behufs Priifung auf etwaige 
Peptonimmunitit> Wittepepton injicirt, worauf es in typischer Weise 
reagirte, 

Aus den angefiihrten Versuchen geht tibereinstimmend 
hervor, dass das aus reinem Material nach einwandsfreier 
Methode dargestellte Albumosengemenge, obgleich im Wesent- 
lichen nur die bisher als besonders wirksam angesehenen, 
durch Halbsittigung mit Ammonsulfat fiillbaren Spaltungs- 
produkte injicirt wurden, einen Einfluss auf die Blutgerinnung 
nicht zeigt. 

lV. 

Die durch Saure gebildeten Spaltungsprodukte verlieren 
ihre gerinnungshemmende Wirkung bei entsprechender Reinigung. 

Wie oben hervorgehoben, wirken nach Kiihne und 
Pollitzer alle durch Pepsinverdauung des Fibrins erhiiltlichen 
Produkte mit Ausnahme der Protalbumose und des Antipeptons 
verinnungshemmend, nach Grosjean und Ledoux das durch 
Sittigung mit Ammonsulfat fillbare «Propepton», nicht aber 
das der Fiillung dabei entgehende «Pepton>. 

Nachdem es dem einen von uns (Pick) gelungen war, 
durch Salzfractionirung und anschliessende Alkoholbehandlung 
die einzelnen Verdauungsprodukte schiirfer als bisher zu 
trennen und zu charakterisiren, lag es nahe, die Wirksamkeit 
der gereinigten Produkte zu untersuchen. 






ne Se 


Zundichst wurde untersucht, ob die Fillung = mit 
Ammonsulfat allein zur Abtrennung gerinnungshemmender 
Fractionen fiihrt. 

Versuch Nf. 

a) Durch Ammonsulfathalbsattigung fallbare Fraction. 

Dieselbe ist im Wesentlichen ein Gemenge von Proto- und Hetero- 
albumose. Sie wurde derart dargestellt, dass Wittepeptonlésung mit dem 
gleichen Volumen gesiittigter Ammonsulfatlésung gefiillt und der gut abge- 
presste Niederschlag in Wasser gelést zur Entfernung des Salzes der Dialyse 
unterworfen wurde. Die nach dtiigiger Dialyse theilweise ausgefallene 
Heteroalbumose liste sich nach Zufiigen von Kochsalz. Die Loésung 
war 3° olg. 

Kinem 10,7 keg schweren Hunde werden 2 Mal 50 ccm. diese: 
Losung ingjieirt. 

Die nach der ersten Injection entnommenen Blutproben  blieben 
Stunden lang ungeronnen. Die zweite, 20 Minuten spiter ausgefilirte 
Injection war ohne deutlichen Erfolg. 


Versuch NI. 


b) Filtrat der nach Zweidrittel-Ammonsulfatsattigung abgeschiedenen 
Produkte. 

Diese Fraction enthielt mit Ausnahme der sogenannten «<primiiren- 
Albumosen und der Albumosenfraction A alle tbrigen im Wittepepton 
vorhandenen Produkte, also die schwerer aussalzbare Fraction B. dis 
Albumose ©, die Peptone und die nicht mehr Biuretreaction gebenden, im 
Wittepepton enthaltenen Koérper. Die Darstellung des Priiparates erfolgte 
derart, dass die mit doppeltem Volumen gesiittigter Ammonsulfatlosung 
cefillte Wittepeptonl6sung von dem entstandenen Niederschlage  filtrir' 
und durch 4 Tage dialysirt wurde. Hierauf konnte der nach dem Ein- 
dampfen der dialysirten” Fliissigkeit erhaltene Trockenriickstand | in 
schwach alkalischer Lésung zur Injection verwendet werden. 

Finem 7 kg schweren Hund wurden 3,5 g des Trockenriickstandes 
injicirt. Die nach der Beibringung entnommenen Blutproben waren noc! 
am anderen Tag ungeronnen. 

Versuch NI. 
c) Filtrat nach Ausfallung der Albumosen durch Sattigung der 
neutralen Losung mit Ammonsulfat. 

Die Darstellung der hier verwendeten Produkte erfolgte derart 
dass von dem bei voller Siittigung der Wittepeptonlésung mittelst Ein- 
tragung von gepulvertem Ammonsulfat ausgeschiedenen Albumoésenkuche!) 
abgegossen wurde und in der stark salzhaltigen Lésung die Hauptmenge 
des Ammonsulfats durch vorsichtiges Fallen mit Alkohol entfernt wurde. 
Die hierauf eingeengte, noch immer etwas salzhaltige Lésung enthiel! 
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nur die Albumose €, die Peptone und die nicht mehr Biuret gebenden 
Kérper. Von diesen Produkten wurden 4 g in 4 ccm. bei schwach 
alkalischer Reaction gelést und einer 8 kg schweren Hiindin intravenis 
eingespritzt. 

Die nach der Injection entnommenen Blutproben waren noch am 
anderen Tage ungeronnen. 


Aus diesen Versuchen scheint im Gegensatz zu den 
‘ilteren Angaben hervorzugehen, dass die Gerinnungshemmung 
nicht auf bestimmte Salzfractionen beschrinkt ist. 

Wir verzichteten daher auf die Weiterftihring dieser 
Trennungsversuche und wandten uns der Combination der 
Salzfillung und Alkoholbehandlung zu, die dem einen von uns 
bei der Trennung der Proto- und Heteroalbumose besondere 
Dienste geleistet hatte.?) 


Versuch XIV. und XV. 
Wirkung der Protoalbumose und Heteroalbumose. 

Die Darstellung erfolgte in der von dem einen von uns beschriebe- 
nen Weise. Die Trennung der Protoalbumose von der Heteroalbumose 
wurde durch fiinfstiindiges Erhitzen des Gemenges beider Albumosen 
init dem gleichen Volumen 95° vigen Alkohols erzielt. 


Protoalbumose. 

2 ¢ der trockenen Protoalbumose wurden in 50 cem. 0,9° oiger 
hochsalzlésung gelést und einem 6.5 ke schweren Hunde intravendés 
heigebracht. Es tritt Blutdrucksteigerung ein! Das Blut zeigt keine 
Veriinderung seiner Gerinnbarkeit. auch keine Fibrinolyse. 

Kine '/2 Stunde spiter vorgenommene Injection von Wittepepton 
ergibt Blutdrucksenkung auf die Halfte der normalen Héhe. aber keine 
ngerinnbarkeit des Blutes. 

Versuch AVL. 
Heteroalbumose. 

Auch in diesem Fall war die Trennung der beiden durch Halb- 
sittigung mit Ammonsulfat fitlbaren Albumosen mit kochendem Alkohol 
erzielt worden. 

Kin 5 kg schwerer Hund erhielt 1.8 g¢ der aschefreien, in ver- 
diinnter Sodalésung gelésten Substanz intravends. 

Der Blutdruck steigt um 40 mm an, Gerinnungsverzogerung § trat 
nicht ein, ebensowenig Fibrinolyse. 

1) Vel. KF. P. Pick. Zur Kenntniss der peptischen Spaltungsprodukte 


des Fibrins. Diese Zeitschrift. Bd. XXVIII S. 219. 1898. 
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Nachtriigliche Injection von Wittepepton erzielt sehr starke Blut- 
drucksenkung, aber keine Gerinnungsverzégerung. 


Versuch XVII. 
Heteroalbumose. 

Bei der Darstellung dieses sehr reinen Priparats hatte die zur 
Abtrennung der Protalbumose angewandte Behandlung mit Alkohol in 
der hialte stattgefunden. 

Kiner 6,3 kg schweren Hiindin wurden 3 g in 30 ccm. Sodalésung 
in die vena femoralis injicirt. 

Der Blutdruck sinkt voriibergehend stark, erreicht aber bald dic 
urspriingliche Hohe. Eine Verzégerung der Gerinnung tritt nicht ein. 

Nachtriigliche Injection von Wittepepton ist ohne Wirkung. 

Aus den mitgetheilten Versuchen ergibt sich der auf- 
fiillige Widerspruch, dass reine Proto- und Heteroalbumose 
auf die Blutgerinnung ohne Wirkung sind, wahrend sich das 
Giemenge der beiden, wie es in dem durch Halbsittigung mit 
Ammonsulfat erhiiltlichen Niederschlag vorliegt, sich als kriattiy 
wirksam erwiesen hatte. Dadurch wird die Vermuthung wach- 
gerufen, dass die bet der Reindarstellung der Proto- und 
Heteroalbumose benutzte Alkoholbehandlung das Verschwinden 
der Gerinnungswirkung bedingt. 

Dies konnte in der That nachgewiesen werden: Es 
geniigt eine mehr oder weniger intensive Behandlung des sons! 
so wirksamen Wittepeptons, also des gesammten Albumosen- 
gemenges mit Alkohol, um ihm die gerinnungswidrige Wirkung 
ganz oder doch zum griéssten Theil zu nehmen. 


Versuch XVIUL 
Wirkung des Alkoholniederschlags aus Wittepepton. 


Die Loésung von 200 g Wittepepton in 1500 ccm. H,O wurde in 
einem grossen Kolben 5 Stunden lang unter Riickfluss mit dem gleichen 
Volumen %5°%igen Alkohols gekocht. Nach dem Abkiihlen wird de: 
entstandene Niederschlag von der alkoholischen Lésung getrennt und beide 


fiir sich behandelt. 
Wirkung des Niederschlags. 

Der gut abgepresste Niederschlag wird in Sodalésung zur Injectio: 
verwandt. Derselbe enthalt neben viel Heteroalbumose auch alle andere! 
bei verschiedener Ammonsulfatsattigung fallbaren Albumosen und Pepton 
fractionen. 
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4 ¢ werden in 30 ccm. H,O bei alkalischer Reaction gelést und einem 
§ 250 kg schweren Hunde intravenés injicirt. 

Es trat keine Aenderung der Gerinnbarkeit ein. Aber auch eine 
nachtriglich vorgenommene Kontrollinjection von Wittepepton war ohne 
Wirkung. 

Versuch XIX. 

Wirkung des alkoholléslichen Antheils des Wittepeptons. 

Die alkoholische Lésung wurde zur Trockene eingedampft, die 
spréden, leimartigen Massen fein pulverisirt und behufs Injection in 
schwach alkalische wiisserige Lésung gebracht. Die Lésung enthalt 
ausser Protalbumose reichlich alkohollésliche Antheile aller Albumosen- 
und Peptonfractionen. 

Angewandte Menge: 5,2 g, gelist in 50 ccm.; Gewicht des Hundes: 10,2 kg. 





Blutentnahme Zeit der Gerinnung 
aus der a. femor. in Eprouvetten Capillaren 
1206 129 12'! 
12°9 Injection, Blutdrucksenkung, Narkose 
1215 122° {v19 
12‘? Narkose vorbei, Blutdruck normal Fibrinolyse 
122 13°" 123" nach 
lockere Gerinnsel 1 Stunde 
ia" =" 12°° 
a 12° 13¢ 


Versuch XX. 
Wirkung des mit Alkohol gekochten Wittepeptons. 

200 ccm. einer 10° oigen Wittepeptonlésung wurden mit dem 
gleichen Volumen 95°/oigen Alkohols gefillt, ca. 10 Stunden lang auf 
dem kochenden Wasserbade unter Riickfluss erhitzt und hierauf die 
gesammte F'liissigkeit in offener Schaale auf dem Wasserbade zur Trockene 
eingedampft. Die Lésung des Trockenriickstandes reagirt neutral; dieselbe 
wird mit Soda schwach alkalisch gemacht und zur Injection verwandt. 

Gewicht des Hundes betriigt 652 kg. Injicirt wurden 2,5 g in 
10 com. H,O gelost. 


Blutentnahme Zeitpunkt der Gerinnung 

aus der a. axillaris in der Eprouvette Capillaren 
12°° 7 
12°°-]2°* Injection in d. ¥. axillar. 
12°° plutdrack stark gesunken. Narkose 12'° Auftreten einzelner Gerinnsel!) 12%*% 
1215 {222 . . na? ae 
12*' Blutdruck normal i2™ > ° 
12% 12.9 > » @ 
12°* 12*° total geronnen 
1245 1246 > > 


1) Die Blutproben blieben ihrer Hauptmenge nach ungeronnen. 
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Wir fiihren absichtlich diesen Versuch als Beispiel dafiir 
an, dass die Alkoholbehandlung nicht in allen Fiillen = die 
gerinnungshemmende Wirkung ganz beseitigt. — Vermuthlich 
ist die Dauer des Erhitzens, namentlich aber die Reaction 
von besonderem Einfluss. 

Wir haben darauf verzichtet, unsere zahlreichen, miih- 
samen und kostspieligen Versuche in dieser Richtung bis zur 
Ausarbeitung eines stets wirksamen Verfahrens fortzusetzen, 
einmal, weil das Wittepepton sich uns als ein Priaparat von 
wechselnder Zusammensetzung ergab, und ferner, weil das 
vewiinschte Ziel spiiter in einfacher und = zuverlassiger Weise 
mit anderem Material erreicht wurde. 

Da die bisher vorgefiihrten Erfahrungen = simmitlich an 
Wittepepton, also einem mit Pepsinsalzsiiure gewonnenen Pro- 
dukte, gemacht waren, empfahl es sich, Versuche weiterhin 
mit Material anzustellen, das ausschliesslich durch Saurewirkung 
vewonnen war. 

Dabei konnte den Bedingungen, unter denen der Alkohol 
die gerinnungshemmende Substanz bezw. ihre Vorstufe zer- 
stort, naher nachgegangen werden. 

Ks wurde demgemiiss geprift, ob 

lL. Fibrin schon als soleches durch Alkoholbehandlung so 

veriindert wird, dass es mit Siiture keine gerinnungs- 
hemmende Substanz mehr liefert, oder 

2. ob die durch Siiure aus Fibrin erhiiltlichen wirksamen 

Produkte erst durch Alkohol ihre Wirkung einbiissen, 
wobei wieder auf den Einfluss der Reaction Bedacht 
eenommen werden konnte. 
Versuch XXL. 
Wirkung der Saureprodukte aus alkoholbehandeltem Fibrin. 

'y ke gut gewaschenen, frischen Fibrins wurde abgepresst, mi! 
etwa I" Liter 95° oigen Alkohols versetzt und im Kolben unter Riick- 
fluss 24 Stunden hindurch auf dem Wasserbade gekocht. vom Alkohol 
durch sorgfiiltiges Abpressen befreit und mit 0,4°/oiger Salzsiiure durch 
224 Stunden bei 40° digerirt. Die Fliissigkeit wurde dann vom un- 
eelésten Fibrin durch Coliren getrennt, die schwachsaure Lésung durch 
lingeres Kochen auf dem Wasserbade coagulirt, neutralisirt und vom 
ausgeschiedenen Acidalbumin abfiltrirt. Nach Einengen des Filtrates bis 
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zur Trockene wurde die Liésung des Trockenriickstandes zur Injection 
verwendet. Dieselbe enthielt alle bei der Siiurespaltung nachgewiesenen 
Albumosen und Peptone in reichlicher Menge. 

42 cem. einer alkalischen, 8 g der Trockensubstanz fassenden 
Lésung wurden einem 9,5 kg schweren Hunde injicirt. 

Sofort trat Narkose, Blutdrucksenkung und Verlangsamung der 
Athmung ein. Die nach der Injection entnommenen Blutproben blieben 
tagelang ungeronnen. 

Versuch XXIL. 

Kin Theil des im vorigen Versuch erhaltenen Trockenriickstandes 
wird in Wasser gelést und die sauer reagirende Liésung mit etwas mehr 
als dem doppelten Volumen 95° vigen Alkohols gefallt und das Ganze 
im Kolben unter Riickfluss 24 Stunden lang auf dem Wasserbade ge- 
kocht. Ein grosser Theil der Produkte geht in die alkoholische Lésung. 
Dieselbe wird auf dem Wasserbade zur Trockene eingedampft, der Riick- 
stand in Wasser aufgenommen. Die so erhaltene Liésung enthalt neben 
Protoalbumose auch die tibrigen durch Ammonsulfat schwer oder nicht 
fillbaren Spaltungsprodukte. 

® g dieser werden in 15 cem. H,O bei schwach alkalischer Re- 
action gelOst und einem & kg 300 ¢ schweren Hunde in die vena femoralis 
eingespritzt. 

Die unmittelbar nach der Injection entnommene Blutprobe gerinnt, 
zeigt aber nachtriiglich Fibrinolyse. Die weiteren im Laufe einer Viertel- 
stunde entnommenen Blutproben blieben tagelang ungeronnen. 

Versuch XXIII. 

Fein zerhacktes Fibrin wird 24 Stunden in 95° oigem Alkohol unter 
Riickfluss auf dem Wasserbade gekocht, hierauf durch mehrere Tage mit 
Verdauungssalzsiiure im Brutschrank digerirt, die nach Coagulation und 
Abscheidung des Acidalbuimins erhaltenen, sauer reagirenden Spaltungs- 
produkte in wasseriger Lésang mit Soda deutlich alkalisch gemacht und 
nochmals nach Zusatz des doppelten Volums 95°/oigen Alkohols durch 
24 Stunden auf dem Wasserbade unter Riickfluss gekocht. Sowohl der 
Trockenriickstand der in Alkohol gelisten Produkte als auch der in Al- 
kohol unldsliche Theil werden vereinigt und in Wasser gelést. Die Lésung 
reagirt alkalisch. Ein Theil der Produkte bleibt auch bei alkalischer Re- 
action wasserunloéslich (Dysalbumose, die sich beim Kochen mit Alkohol 
reichlich gebildet hatte). Die wasserliéslichen Produkte gaben neben inten- 
siver Eiuret-, Millon’s- und Molisch’s-Reaction auch eine sehr starke 
Schwefelbleiprobe. Durch Aussalzen mit gesittigter Ammonsulfatlésung 
erhalt man bei Zusatz des gleichen Volumens eine starke flockige Fiillung, 
bei */s-Siittigung und bei voller Siittigung der neutralen Lésung Triibung, 
und bei Siittigung der sauren Lésung Opalescenz. Das albumosenfreie Filtrat 
enthielt Peptone, die sich mit Jodquecksilberkalium und HC] fallen liessen. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XXXI. 17 
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Zu dem nachfolgenden Versuch wurden 2,8 g der wasserldslichen 
Substanz verwendet. Dieselben, in 22 ccm. H,O bei alkalischer Reaction 
velést, wurden einem 5 kg 200 ¢ schweren Hunde in die vena femoralis 
Injicirt. 

Das Resultat war negativ: Es fehlte Narkose und Blutdrucksenkung. 
Die Gerinnungszeit des Blutes schien eher verkiirzt. Auch Fibrinolyse 
fehlte. Aber auch eine 40 Minuten spiater ausgefiihrte Kontrollinjection 
von Wittepepton less eine Blutwirkung vermissen. 

Aus diesem und weiteren im gleichen Sinn ausgefallenen 
Versuchen lasst sich schliessen: 

Y, 1. dass die gerinnungshemmende Substanz durch Alkoho| 
in schwach alkalischer, nicht aber in saurer LOésung 
zerstort wird; 

2. dass die gerinnungshemmende Substanz im Rohfibrin 
nicht praformirt sein diirfte, da sie trotz intensiver 
Alkoholbehandlung des Rohfibrins aus diesem nach- 
triighich = =durch = Siiurebehandlung noch — freigemacht 
werden Kann. 

Dies fiihrt zu dem Wahrscheinlichkeitsschluss, dass das 
Rohfibrin nur eine Vorstufe des gerinnungshemmenden Korpers 
enthiilt, welche gegen Alkohol sehr resistent ist. 

Diesen Schluss niiher zu priifen wird dadurch erschwert, 
dass weder das leicht veriinderliche Fibrinogen, noch Fibrin 
selbst in irgend einer die Intactheit des Eiweisskorpers gewahr- 
leistenden Form in die Blutbahn gebracht werden kann. Ein 
Versuch mit Acidalbumin, das aus Fibrin bereitet war, hatte 
ein negatives Ergebniss. 

Versuch XXIV. 

Bei der Digestion mit Verdauungssalzsiure in Lésung gegangenes 
Fibrin wurde mit verdiinnter Sodalésung neutralisirt und ein Theil des 
dabei ausgefallenen massenhaften Niederschlages in verdiinnter Natron- 
lauge gelést. Trotzdem das verwandte Fibrin méglichst griindlich aus- 
cewaschen worden war, ist dabei immer mit einer Verunreinigung von 
KOrpern zu rechnen, die aus dem Blute bei der Gerinnung in das Fibrin- 
maschenwerk mit eingeschlossen wurden. Es diirfte demnach auch das 
von uns erhaltene Acidalbumin noch andere Bestandtheile des Blutes. 
insbesondere Globuline des Serums mit enthalten. Die durch Natronlauge 
in Lésung gebrachte Menge des Acidalbumins liess sich nicht genau be- 
stimmen und kann nur schitzungsweise auf 1,5—2 g Trockengewicht 
angegeben werden. 
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Der zum nachfolgenden Versuch verwendete Hund wog 4 kg 200 g. 

Die Injection hatte keinen Einfluss auf die Gerinnungszeit, und 
Fibrinolvse trat nicht ein. 

Auch eine zur Kontrolle ausgefiihrte Injection von Wittepepton 
war ohne Einfluss auf die Blutgerinnung, doch trat Fibrinolyse auf. 

Fasst man die Ergebnisse dieser Versuchsreihe ins Auge, 
sO kommt man zu dem Schluss, dass die dem Wittepepton 
und den durch Séureeinwirkung erhaltenen Produkten des 
Rohfibrins zukommende Wirkung nicht den in diesen Gemengen 
enthaltenen typischen Albumosen und Peptonen zuzuschreiben 
ist, sondern einer diesen anhaftenden, leicht durch Alkohol 
zerstOrbaren Beimenguneg. 

Damit soll natiirlich vorlaufig nicht gesagt sein, dass der 
Stoff sicher nicht albumosenartiger Natur ist, da wir itiber 
seine chemische Beschaffenheit gar nichts auszusagen in der 
Lage sind und somit den Vermuthungen der freieste Spiel- 
raum offen steht. 


Die Blutwirkung ist nur eine einzelne unter den mannig- 
fachen oben erwahnten toxischen Wirkungen des Wittepeptons 
und der Siaureprodukte des Fibrins tiberhaupt: das ausser- 
ordentlich mannigfaltige Vergiftungsbild nach Peptoninjection 
— Ungerinnbarkeit des Blutes, Lymphorrhée, Aenderung im 
Trockengehalt von Blut und Lymphe, Blutdrucksenkung, Ver- 
minderung der Blutalkalescenz, Verschwinden der Leucocyten 
aus dem circulirenden Blute, Anurie, tiefe Narkose und end- 
lich profuse Gallensecretion — lassen es nicht unwahrscheinlich 
erscheinen, dass es sich um eine Summation der Vergiftungs- 
bilder mehrerer wirksamer Agentien handelt. 

Durch Versuche zu entscheiden, ob die einzelnen Symptome 
der «Peptonwirkung » bestimmten Agentien zuzuschreiben seien, 
und die Natur dieser Agentien festzustellen, lag vorliufig 
ausserhalb unseres Versuchsplanes. Doch modchten wir an 
dieser Stelle einige einschligige Beobachtungen anfiihren. 


I. Einfluss der Peptoninjection auf die Blutalkalescenz. 


Ueber diesen Punkt besteht eine recht umfangreiche, 
librigens in ihren Resultaten sich mannigfach widersprechende 


ig 
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Litteratur, auf die an dieser Stelle nicht des Genaueren ein- 
gegangen werden soll. Zahlreiche Versuche, die Herr Dr. 
W. Pemsel und der eine von uns mit einer Methode gemacht 
haben, die im Uebrigen bei Kontrollbestimmungen gut tiber- 
einstimmende Werthe ergab, fiihrten bei Anwendung ver- 
schiedener Wittepeptonpriiparate zu wechselnden Resultaten. 
Bei Anwendung gereinigter Priiparate jedoch erhielten wir 
scharf mit einander tbereinstimmende Zahlen, die an anderer 
Stelle dargelegt werden sollen, und die in dem Umfang, als 
die angewandte Methodik Alkalescenzdifferenzen anzugeben im 
Stande ist, zeigt, dass nach Injection reiner Proto- und Hetero- 
aulbumose die sonst beobachtete Blutalkalescenzverminderung 
nicht eintritt. 


II. Einwirkung auf die Lymphbildung. 
Versuch XXV. 

Kinem 20 ke schweren Hunde wird nach der Heidenhain’schen 
Methode in tiefer Narkose eine Lymphfistel am ductus thoracicus ange- 
legt, die normaler Weise abgeschiedene Lymphmenge in der tblichen 
Weise in Zwischenriiumen von 5 Minuten bestimmt und nach Injection 
der alkoholléslichen Produkte die Lymphmenge in analoger Weise 
wieder gemessen. 

Vor der Injection betrug die Lymphmenge in 35 Minuten 37,5 ccm. ; 
nach der Injection von 10 g des alkoholléslichen Antheils von Witte- 
pepton in 50 cem. alkalischer Lésung 62,4 cem. in 56 Minuten. 

K's hatte somit eine Vermehrung des Lymphflusses nicht  stattge- 
funden, 

Nach den angefiihrten Versuchen scheint die Alkohol- 
behandlung dem = «Pepton»-Gemenge neben der Wirkung aul 
die Blutgerinnung auch jene auf die Lymphbildung und aul 
die Blutalkalescenz zu nehmen. Aus den friiher angefiihrten, 
am Kymographion angestellten Versuchen scheint das Gleiche 
auch fiir den Blutdruek, und ebenso auch fiir die Narkose 
zu gelten. 

Hlervorgehoben sei ferner noch die beachtenswerthe That- 
sache, dass in einer Reihe von Versuchen (z B. XIV, XV, 
XVI, XVII, XVIII}, wo die Versuchshunde mit Alkohol  be- 
handelte Albumosen injicirt erhielten, die hinterher ausgefiihrte 
Injection von Wittepepton in Betreff der Gerinnungswirkung 
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durchaus erfolglos war. Da von Haus aus peptonimmune Thiere 
bei geeigneter Vorbehandlung durchaus selten sind, wie ich 
mich in den letzten Jahren an einem weit tiber 100 Thiere 
umfassenden Material tiberzeugt habe, so kann dieses Vor- 
kommniss, das die Kontrollpriifung zum Theil vereitelte, nur so 
gedeutet werden, dass die Injection der an sich unwirksamen 
Priiparate doch geniigte, die Thiere gegen wirksames Pepton 
immun zu machen; hierfiir bringen andere noch anzuttihrende 
Versuche weiteres Material bei. 

V. 

Ueber Vorkommen und Eigenschaften von gerinnungshemmenden 
Stoffen in den Geweben. 

Wie aus der EKingangs gegebenen Uebersicht hervorgeht, 
hat man sich bisher bei Aufsuchung der gerinnungshemmenden 
Substanz unter den Spaltungsprodukten von Rohfibrin, Eier- 
eiweiss u. s. w. fast ausschliesslich der fermentativen Spaltung 
(vorwiegend mit Pepsin, selten mit Trypsin und Pepsin) be- 
dient. Da nun die angewandten Fermentpraparate in sich selbst 
die Vorstufe der gerinnungshemmenden Substanz beherbergen 
kénnen (man vergleiche weiter unten die Erfahrungen iiber 
Siuredigestion der Magenschleimhaut), so sind, wie schon an- 
gedeutet wurde, die damit gewonnenen Erfahrungen nicht 
unzweideutig. 

Diesem Vorwurfe ist die von uns angewandte Digestion 
mit verdiinnter (Verdauungs-) Salzsiiure (ohne Pepsinzusatz) 
nicht ausgesetzt. Sie bietet daher ein treffliches Mittel, der 
Herkunft des im Fibrin enthaltenen gerinnungshemmenden 
Agens, bezw. seiner zymogenihnlichen Vorstufe, nachzuspiiren. 
Denn die Vermuthung, dass diese Substanz nicht im Blute 
entsteht, sondern ihm von den Geweben zugefiihrt wird, 
liegt ausserst nahe. 

Wir haben daher eine Reihe von Organen in dieser 
Richtung untersucht : 

Als Material benutzten wir dabei die leicht erhiltlichen Organe 
vom Rind oder Schwein, wie sie vom Schlachthaus bezogen werden. 


Ein vollkommen negatives Resultat lieferten Thymus, 
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Hoden, Nebennieren und Milz, Submaxillarisdriise, Lymphdriisen 
und Oesophagusschleimhaut. Obgleich, wie die folgenden Aus- 
fiihrungen zeigen, die erhaltenen Priiparate besonders reich an 
(primiiren) Albumosen und Peptonen waren, so trat bei ihrer Injec- 
tion doch keine oder nur eine verschwindende Wirkung ein, 
Versuch XXVI. 
Stierhoden. 

2 frische Stierhoden werden zerkleinert und der Saéuredigestion durch 
12 Stunden ausgesetzt, die Digestionsfliissigkeit nach Entfernung des coagu- 
lablen EKiweisses und des beim Neutralisiren ausgefiillten Acidalbumins bei 
neutraler Reaction auf dem Wasserbade eingedampft. Die so erhaltenen 
Produkte gaben neben einer schénen Biuret- und Molisch schen Probe 
eine besonders intensive Millon’sche Reaction und starke Dunkelfarbung 
beim Kochen mit Bleiacetat und Natronlauge. Mittelst Aussalzung durch 
Ammonsulfat waren nebensehr reichlich vorhandenen sogenannten primiiren 
Albumosen und bet ?/s-Siittigung und voller Sittigung der neutralen und 
sauren Lésung ausfiillbaren «secundiiren» Albumosen ebenfalls Peptone 
nachweisbar. 

t g der Siiureprodukte des Hodens werden in 17 ccm. einer etwas 
alkalischen Losung einer & ke schweren Hiindin beigebracht. Es _ tritt 
weder Narkose noch Blutdrucksenkung ein, das Blut zeigt dauernd dic 
gewOhnlichen Gerinnungsverhiiltnisse. Auch Fibrinolyse fehlt. 

Das Thier war, wie eine vor einer Woche vorgenommene Pepton- 
injection gelehrt hatte, nicht peptonimmun. 

Versuch XXVII. 
Thymus. 

I Stiick Kalbsthymus wird mit der Hackmaschine fein zerkleiner! 
und bei Bruttemperatur tiber Nacht der Siiuredigestion unterworfen. 
Morgens wird dieselbe unterbrochen und die Fliissigkeit in der gewoéhn- 
lichen Weise behandelt. Man erhiilt eine relativ bedeutende Menge von 
Spaltungsprodukten, die sich grésstentheils mit saurer Reaction in Wasser 
glatt losen; die Losung gibt intensive Biuretreaction, ebenso die nach 
Millon und Molisch, enthalt mit Blei in alkalischer Lésung abspalt- 
baren Schwefel und neben reichlichen Mengen aller mit Ammonsulfat 
fillbaren Fractionen auch mit Jodjodkalium und Jodquecksilberkalium 
init HCl faillbare Peptone. Diese Produkte, mit Soda schwach alkalisch 
gemacht, wurden zum nachfolgenden Versuch verwandt: Ein Hund vom 
Gewichte 5 kg 200 ¢, der durch eine mehrere Tage vorausgehende Witte- 
peptoninjection als nicht natiirlich-immun erkannt worden war, erhielt 
intravenéds 25 g obiger Produkte in 15 cem. fassender, alkalischer Lésung. 

Narkose und Blutdrucksenkung. Blutgerinnbarkeit bleibt normal. 
Fibrinolyse fehlt. 
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Versuch XXVIII. 
Nebennieren. 

0 Stiick gut zerhackter Rindsnebennieren wurden 2X24 Stunden 
der Siuredigestion unterworfen und dann in iiblicher Weise aus der 
Digestionsfliissigkeit die Spaltungsprodukte isolirt, die nach der oben an- 
gewandten Spaltungsdauer bereits in erheblicher Menge gebildet waren. 
Dieselben stellten nach dem Findampfen eine dunkelbraune, syrupése 
Masse dar, deren wisserige Lisung sauer reagirte, Millons-, Molisch’s- 
Reaction gab und beim Kochen mit alkalischem Bleiacetat sich braun 
firbte und schwarzen Bodensatz von ausgeschiedenem Schwefelblei lieferte. 
Die rothviolette Farbe der Biuretreaction wurde durch die Gelbbraun- 
firbung der Lésung verdeckt. Mittelst Ammonsulfat liessen sich durch 
Halbsattigung faillbare Albumosen nachweisen, ebenso trat bei ?/s-Sattigung 
der Lésung reichliche flockige Fiillung auf. Siittigung der neutralen Lésung 
schied sparliche Flocken ab und triibte die Fliissigkeit, Siiurezusatz 
erzeugte Opalescenz. In dem albumosenfreien Filtrate fanden sich reich- 
lich Peptone, wie aus der angestellten Biuretreaction und der dichten 
Tribung nach Zusatz von Jodquecksilberkalium mit HCl hervorging. Die 
Losung fiirbte sich auf Zusatz von Eisenchlorid schén griin; die Griin- 
firbung schlug nach Hinzufiigen von 2 Tropfen einer Sodalésung in ein 
prachtvolles Rothviolett um. Es war also auch die durch diese Reactionen 
charakterisirte blutdrucksteigernde Nebennierensubstanz vorhanden. 

Ueber 2 g des obigen Syrups wurden in 10 ccm. H,O geloést, die 
Losung schwach alkalisch gemacht und einem 3 kg schweren Hunde, der 
sich bereits friiher auf Albumoseninjection empfindlich erwiesen hatte, 
intravenés injicirt. 

Nach 4 Minuten Herzstillstand. Das inzwischen aus der Carotis 
entnommene Blut zeigt weder Verminderung der Gerinnbarkeit, noch 
Fibrinolyse. Die sogleich vorgenommene Eréffnung des Brustkorbs liess 
weder im rechten Herzen noch in den grossen Gefiissstiimmen Gerinnsel 
erkennen. 

Ob die sonst bei keinem der untersuchten Produkte angetroffene 
letale Giftwirkung, wie zu vermuten, auf das in der LOsung nachweisbare 
‘Suprarenin >, bei dessen Einfiithrung in grosser Menge in die Blutbahn 
v. Fiirth!) schwere Vergiftungserscheinungen beobachitete, oder auf die 
Wirkung von Séiurespaltungsprodukten zuriickzufiihren ist, ist) bei der 
Unmoglichkeit, nachtraglich die Menge des injicirten Suprarenins abzu- 
schatzen, nicht sicher zu entscheiden. 

Versuch XXIX. 
Submaxillaris. 

2 Stiick der Unterkieferspeicheldriisen des Rindes wurden fein 

zerhackt, mehrere Tage mit 0,4°oiger HCl bei Bruttemperatur digerirt, 


1) Vgl. diese Zeitschrift. Bd. XXIX, S. 105, 1899. 
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der in Losung gegangene Theil mittelst Colirens vom unzersetzten getrennt, 
die schwach saure Flissigkeit aufgekocht, neutralisirt, vom ausgefallenen 
Kiweisscoagulum und Acidalbumin filtrirt und auf dem Wasserbade zur 
Trockene eingedampft. Die so erhaltenen Produkte bestanden zum aller- 
grossten Theil aus Albumosen, zum kleinsten aus Peptonen und héheren 
Spaltungsprodukten und gaben Biuretreaction, Millon’s Reaction, Reaction 
nach Molisch (schén violett) und schwache Braunfirbung nach Kochen 
init Bleiacetat in alkalischer Lésung. Durch Ammonsulfat liessen sich 
ber halber, *s und voller Sattigung der neutralen Lésung_ reichliche 
Albumosenniederschlige erhalten. Die  albumosenfreie Lésung gab 
Biuretreaction und milchige Triibung nach Zusatz von Jodquecksilber- 
kalium mit HCI. 

Von diesen Produkten wurden 4,5 g in 10 cem. betragender 
wiisseriger, schwach alkalischer Loésung intravenés injicirt. Gewicht des 
Hundes betrug 6'/2 kg. 

Es trat weder Verzégerung der Blutgerinnung noch sonst ein Ver- 
eiftungssymptom auf, 

Kine nachtriglich vorgenommene Injection von Wittepepton lebrte, 
dass das Thier nicht peptonimmun war. 

Versuch XXX. 
Lymphdrusen. 

Halslymphdriisen des Rindes, in iiblicher Weise vorbehandelt. 
wurden durch einige Tage der Siiuredigestion unterworfen und die Diges- 
tionsfliissigkeit wie friiher bearbeitet. Die schliesslich erhaltenen Pro- 
dukte gaben eine positive Millon’sche- und Biuretreaction und eine 
deutliche Reaction nach Molisceh; der Ausfall der Schwefelbleiprobe 
blieb zweifelhaft. Durch Salzzusatz wurden Albumosen bei halber, 
73 wie auch bei voller Siittigung der neutralen Lésung mit Ammon- 
sulfat in dichten Fiillungen ausgeschieden. Siiurezusatz erzeugte in der 
salzgesittigten Losung eine Opalescenz. Das albumosenfreie Filtrat ent- 
hielt Korper, die mit Jodquecksilberkalium und Salzsiiure zu fallen waren 
und Biuretreaction zeigten. 

4" ke schwerer Hund. Die zur Injection verwandte Menge betrug 
5 gin 12.5 cem. H,O. Die Lésung reagirte schwach alkalisch. 

Der Injection folgt rasch voriibergehende, tiefe Narkose bei unver- 
aindertem Blutdruck. Die Gerinnbarkeit des Blutes bleibt unverindert. 

Kine nachtriglich vorgenommene_ Einspritzung von Wittepepton 
ergibt die typische Wirkung. 

Versuch XXXII. 
Oesophagusschleimhaut. 


Die von der Muscularis abgeliste Schleimhaut der Speiserdhre 
des Rindes wurde nach vorhergegangener Reinigung fein zerhackt, eine 
Woche lang der Siuredigestion im Brutschrank ausgesetzt und in ublicher 
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Weise weiter behandelt. Die erhaltenen, vom coagulablen Kiweiss und 
Acidalbumin befreiten Produkte listen sich zum gréssten Theil leicht in 
Wasser; die in Wasser gelésten Kérper waren durch Biuret-, Millon’s 
und Molisch’s Reaction characterisirt und gaben auch eine schwache 
Schwefelbleireaction in alkalischer Lésung. Mittelst Ammonsulfats erhielt 
man bei '/2-Siattigung der neutralen Losung massenhafte Fallung; bei * s- 
Sattigung Opalescenz und bei voller Siittigung wiederum reiche flockige 
Abscheidung. Siiurezusatz zur gesiittigten, neutralen Losung erzeugte 
eine kaum merkliche Opalescenz. Die durch Ammonsulfatsattigung von 
Albumosen befreite L6sung gab eine nur schwache Biuretreaction, reich- 
liche Abscheidung auf Zusatz von Jodquecksilberkalium mit HCl, enthielt 
also noch weitere Produkte der Siurespaltung. 

Hund, 41/e Kilo schwer; 2,5 g in 10 ccm, Wasser gelést und mit 
Soda schwach alkalisch gemacht gelangten zur Injection. 

Weder Narkose noch Blutdruckwirkung. Die Blutgerinnbarkeit 
iindert sich nicht. Eine *t/e Stunde spiter vorgenommene Einspritzung 
von Wittepepton gibt typische Wirkung. 


Diesen negativen Ergebnissen stehen die mit Magen-, 
Diinndarm-, Dickdarm-Schleimhaut und mit Pankreas 
erhaltenen positiven Befunde gegeniiber. 


Versuch XXXII. 
Magenschleimhaut. 


Die Schleimhaut zweier Schweinemigen wurde von der Muskel- 
schicht abpriparirt, fein zerhackt und durch 3 Tage im Brutschrank in 
| Liter 4°/ooiger HCI digerirt. Die Lésung, in gewohnlicher Weise behandelt, 
lieferte reichlich Spaltungsprodukte von nachfolgendem Verhalten: Sie 
waren leicht léslich in Wasser, gaben intensive Biuret-, Millon’s und 
Molisch’s Reaction und enthielten reichlich mit alkalischem Blei in 
der Wirme abspaltbaren Schwefel. Die fractionirte Fallung mit Ammon- 
sulfat ergab auf Zusatz von 


gleichem Volumen Doppeltem Volumen _ bei Siittigung bei Sattigung 
gesaitt. Losung gesatt. Losung d. neutr. LOsung d. saur. LOsung 
Opalescenz starke Opalescenz massenhafte Opalescenz 


flockige Fiallung 
Das Filtrat nach Abscheidung der Albumosen gab eine schiéne 
Biuretreaction und Fallung bei Zusatz von Jodquecksilberkalium mit 
Salzsdure. 
Yon diesem vorliegenden Albumosenpeptongemenge wurden 24 ccm. 
einer schwach alkalischen, 5 g Trockensubstanz enthaltenden Loésung 
einem 8250 g schweren Hunde intravenis beigebracht. 
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Blutentnahme aus der Zeitpunkt der Gerinnung 
a, femoralis Eprouvette Capillare 
1094 tes 108 


Normalprobe 
10°%—10'! Injection in die 
v. femoralis 
LQ" 10'§ spiter Fibrinolyse 
j Blut stark viscOs, bleibt tagelang ungeronnen 


[Qt ‘ 
| tiefe Narkose 
1022 bleibt durch 2 nachfolgende Tage ungeronnen 
126 am zweitniichsten Tage erst geronnen 
fe der gleiche Befund. 


Hund nach Beendigung des Versuches somnolent, erholt sich auch 
spiiter nicht und wird um 2 Uhr todt im Kiéfig aufgefunden. 


Versuch XXXIIL. 
Dinndarmschleimhaut. 

Die sorgfiltig gewaschene Diinndarmschleimhaut des Rinderdarmes 
celangte in gleicher Weise wie die Dickdarmschleimhaut zur Verarbei- 
tung. Auch hier betrug die Digestionsdauer 4 Wochen. Die am Schlusse 
erhaltenen Spaltungsprodukte gaben eine schéne Biuretreaction, keine 
Reaction nach Millon und Molisech. Durch Ammonsulfat war bei den 
verschiedenen Siittigungsgraden nur eine Opalescenz der Lésung zu be- 
wirken. Das saure, salzgesiittigte Filtrat gab Biuretreaction und Fallung 
auf Zusatz von Jodquecksilberkalium mit Salzsiure. Gewicht des Hundes: 
i'e ky. Die injicirte Menge betrug 1 g gelést in 5 cem H,O. 


Blutentnahme Zeitpunkt der Gerinnung 
a. d, a, femor. in d. Eprouvette  Capillare 
1157 1158 11°8 


Normalprobe 
12°? Injection in die 
Vv. femor, 
lin Moment der In- 
jection clonisch-tonische 
Krimpfe 


1293) Blutdruck normal, Narkose id 127° — nachtriglich Fibrinolyse 
jv alle Proben Die Proben 

12'* = Narkose vorbei bleiben wurden 

[p27 | ungeronnen } 1°° geronnen 

[235 - vorgefunden 





Versuch XXXIV. 
Dickdarmschleimhaut. 
Grindlich ausgewaschene Dickdarmschleimhaut wurde von der 
Muscularis abgeschabt, fein zerhackt und der Siéiuredigestion bei Brut- 


temperatur unterworfen. Die Digestionsdauer betrug 4 Wochen. Nach 
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dieser Zeit waren nur Spuren coagulablen Eiweisses in der Lésung 
zuriickgeblieben, der grésste Theil derselben war weiter gespalten worden. 
Die Fliissigkeit wurde bei schwach saurer Reaction aufgekocht, neutra- 
lisirt, von dem spirlichen Niederschlag filtrirt und auf dem Wasserbade 
zur Trockene eingedampft. Der Trockenriickstand liste sich bis auf 
einen geringen Rest glatt in Wasser. Die wiisserige Losung verhielt sich 
folgendermaassen: Bei Anstellung der Biuretreaction erfolgte auf Zusatz 
von verdiinntem Kupfersulfat Fiillung, die sich bei Laugenzusatz liste; 
die Lisung zeigte einen schwachen rothbraunen Farbenton. Millon’s 
Reagens erzeugte eine Triibung und schwache flockige Fallung. Die 
Flocken fiirben sich selbst bei langem Kochen nur leicht braun; die 
Lésung selbst bleibt gelb gefiirbt. Auch die Reaction nach Molisch 
bleibt negativ. Die Schwefelbleiprobe ergibt eine leichte Braunfirbung 
der Lésung. Bei Salzfiillung durch Ammonsulfat erhielt man bei 


Halbsittigung ?/3-Niittigung (ianzsiittigung 
Opalescenz Opalescenz spirliche, 


flockige Abscheidung 

Das saure salzgesattigte Filtrat gab keine Biuretreaction, dagegen 
Fallung auf Zusatz von Jodquecksilberkalium. 

Aus diesen Reactionen ergibt sich, dass der groésste 
Theil der Spaltungsprodukte weder den Albumosen noch den 
Peptonen zuzurechnen ist, sondern in die Gruppe der nicht 
mehr die biuretreaction gebenden Korper!)— fiillt. Sowohl 
Albumosen, wie auch Peptone waren einwandsfrei nur in der 
geringsten Menge, wenn tiberhaupt nachweisbar. 

Gewicht des Hundes: #12 kg. 2 ¢ der Trockensubstanz in 10 cem. 
gelést wurden zur Injection verwandt. 


Blutentnahme Zeitpunkt der Gerinnung 
a. d. a. femor. Eprouvette Capillare 
1145 1147 114° 
11° Injection in d. vena femor. 
11°*  tiefe Narkose, Blutdruck unverandert alle Blutproben 
12° bleiben bis zur ein- 
124 | getretenen Fiiulniss 
ie ungeronnen. 


Versuch XXXV. 
Pancreas. 
2 Stiick Rinderpancreas werden gut zerhackt und durch 24 Stunden 
mit 0,4°/oiger Salzsiure bei 40° stehen gelassen, hierauf die Lésung abcolirt. 
filtrirt, durch Aufkochen coagulirt, das Filtrat genau neutralisirt und aut 


1) S. E. Zunz, Zeitschr. f. phys. Chemie, Bd. XXVIII, 5S. 132. 
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dem Wasserbade eingedampft. Das so in reichlicher Menge gewonnene, 
etwas hygroskopische Produkt war leicht in Wasser léslich, die Lésung 
reagirte sauer, gab eine schdne Biuret- und Millon’sche Reaction, 
intensiv violett gefiirbte Probe nach Molisch und mit verdiinntem Brom- 
wasser Fiillung und Violettfiirbung, beim Kochen mit Bleiacetat und 
Natronlauge starke Schwefelblei-Abscheidung. Gesattigte Ammonsulfat- 
losung erzeugte bei Zusatz von 


¢leichem Vol. doppeltem Vol. bei voller Siattg. bei voller Sattg. 
Tribung Triibung der neutr. Losung der saur. Loésung 


flockige Fiillung  deutl. feinfl. Niederschl. 

Das Filtrat nach Ausfillung der Albumosen gab Biuretreaction und 

triibte sich nach Jodquecksilberkalium und Siiurezusatz. Es waren also 
reichlich Albumosen und Pepton vorhanden. Von diesem Produkte 
wurden 7.5 ¢ in 25 cem. gelést zum nachfolgenden Versuch verwandt : 


Pe) 


Intravendse Injection beim Hunde. 


Gewicht des Thieres 9 kg. 


Blutentnahme Zeitpunkt der Gerinnung 
a. d. a. femor. Eprouvette Capillare 
4Al 4b2 452 


Normalprobe 
448—_45° Inject. in d. v. femor. 
{weiches (erinnsel, spiter 


¢o! 00 ™00 
\ tritt Fibrinolyse auf. 

f b'eibt durch 2 nachfolg 
ge ' . ‘ - 5° 
i°* ~~ Narkose, Athmung langsam und tief 

\ Tage ungeronnen. 

ate ( bleibt den nachstfolg. 
) a) v 

\ Tag ungeronnen. 
Hs der gleiche Befund 
a 
—_ jf am nichsten Tag ge- 
4 fale ; 


\ ronnen vorgefunden. 

Die vorgefiihrten Versuche geniigen, um zu zeigen, dass 
gerinnungshemmende Stoffe, bezw. ihre Vorstufen bei den 
hOheren Wirbelthieren nicht bloss im Biute vorkommen, sondern 
eine grosse Verbreitung besitzen. Eine bestimmte Beziehung 
dieses Vorkommens zu den einzelnen Organen lasst sich daraus 
vorliiufig nicht mit Sicherheit entnehmen. 

Ks macht zwar den Eindruck, dass die Driisen des 
Verdauungstractus einschliesslich der demselben zugehorigen 
grossen Driisen besonders reich an Vorstufen des gerinnungs- 
hemmenden Stoffes sind, doch bildet die Unterkieferspeichel- 

















driise und. wie weiter noch eroértert werden soll. die Leber 
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eine Ausnahme. 

Hingegen sieht man deutlich, dass dort, wo die Ge- 
rinnungswirkung sich nachweisen liisst, auch die anderen 
typischen Symptome der «Pepton»-Vergiftung nicht fehlen. Ins- 
besondere ist die hohe Giftigkeit des aus Magenmucosa dar- 
gestellten Priiparates bemerkenswerth. 

Weiter geht aber aus diesen Versuchen hervor, dass die 
serinnungshemmende und toxische Wirkung dem Gehalt an 
Albumosen und Pepton ganz und gar nicht parallel geht. So 
war die bei wochenlanger Digestion der Darmschleimhaut mit 
Salzsiiure erhaltene, stark wirksame Loésung fast vollkommen 
frei von Albumosen und Peptonen. Die Spuren, die von 
diesen beiden Korperklassen nach den Fallungs- und Farben- 
reactionen noch anwesend waren, kOnnen jedentalls nicht als 
Ursache der Gerinnungshemmung angesehen werden, so dass 
auch durch diese Versuche gezeigt ist, dass nicht den 
Verdauungsprodukten als solchen eine gerinnungs- 
hemmende Wirkung zukommt, sondern einer. bei- 
gemengten, moglicher Weise in sehr kleiner Menge 
vorhandenen, aber sehr wirksamen Substanz. 

Dies geht auch aus einem Befunde hervor, den hier 
mitzutheilen uns Herr Dr. Conradi gestattet hat.  Presssiifte 
mancher ganz frischen Organe bewirken bei intravendser Ein- 
spritzung sehr ausgesprochene Verzogerung der Blutgerinnung. 
Nun sind aber erfahrungsgemiiss frische Gewebe (vom Ver- 
dauungsschlauch und Pankreas abgesehen) frei von typischen 
Albumosen und Peptonen: es kann sich somit auch hier nur 
um eine anderweitige, specifisch in dieser Richtung wirksame 
Substanz handeln. 

Fasst man die bisher vorgeftihrten Thatsachen kurz zu- 
sammen, so ergibt sich: 

1. Es gelingt durch Eiweissspaltung (z. B. durch Trypsin, 
Autolyse, Alkali, bei Casein und Edestin auch durch Siure) 
tvpische Albumosen und Peptone zu erhalten, welche ins Blut 
injicirt jeden Einfluss auf den blutdruck vermissen lassen. 
Aber auch die durch Siture oder Pepsin und Siiure dargestellten, 
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typisch wirksamen Produkte verlieren durch eine wenig ein- 
greifende Reinigung (Behandlung mit Alkohol) ohne Einbusse 
ihres chemischen Charakters diese Wirksamkeit. 

2. Es gelingt, Priiparate zu erhalten, welche die gerinnungs- 
hemmende Wirkung in ausgesprochenem Maasse und ausge- 


zeichneter Weise entfalten, dabei aber nur Spuren von Albu- 
mosen und Peptonen (z. B. Dickdarmschleimhaut) oder gar 
keine enthalten (Presssiifte frischer Organe). 

Qder kurz in der hier meist tblichen Redeweise: 

Ks gibt «Peptone» ohne «Peptonwirkung» und 

Peptonwirkung» ohne «Peptone». 

Unter diesen Verhiiltnissen ist es behufs Vermeidung 
von Irrthiimern nothwendig, von der tiblichen Bezeichnungs- 
weise abzugehen. Ohne tiber die Natur dieser ausserordentlich 
wirksamen Substanz etwas Niheres aussagen zu wollen, 
mochten wir der Kiirze halber einen Namen fiir dieselbe 
wiihlen, und da tuber ihre chemische Natur bis jetzt etwas 
auszusagen unmodeglich ist, scheint uns zur vorliiufigen Be- 
zeichnung ein Name am geeignetsten, der an die Geschichte der 
Substanz anklingt: die uns von Herrn Prof. Hofmeister vorge- 
schlagene Bezeichnung ~Peptozym». Dass mit diesem Namen 
auch tiber die Einheitlichkeit der supponirten Substanz, bezw. 
die Identitiit der aus verschiedenem Material erhaltenen, nichts 
wusgesagt sein soll, braucht kaum besonders betont zu werden. 
Die Muttersubstanzen, aus welchen das Peptozym des Fibrins, 
der Leber ete. erhalten werden kann, dtirften dann vorlautig 
als Peptozymogene» bezeichnet werden konnen. 

Ueber die allgemeinen Eigenschatten des Peptozyms 
vestatten die bisherigen Versuche immerhin Einiges auszusagen, 
daber haben wir vor Allem das am genauesten untersuchte 
Peptozym des Fibrins im Auge. 

Charakterisirt ist es durch die Fahigkeit, bei intravenoser 
Injection das Blut des Hundes ungerinnbar zu machen (indirekte 
Gerinnungshemmung), wihrend es dem aus der Ader gelassenen 
blut beigemengt ohne Wirkung ist. 

Ks ist selbst gegen lang dauernde Einwirkung von 
schwachen Mineralsiiuren resistent, ebenso auch gegen Er- 
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wirmen in neutraler resp. schwach alkalischer Losung. Eine 
Resistenz auch gegen Papainverdauung lehren ferner die oben 
erwahnten Untersuchungen Chittendens und seiner Mit- 
arbeiter. 

Gegen Alkali ist die Substanz jedenfalls empfindlicher 
als gegen Siiuren; so wird sie durch liingere Behandlung mit 
freiem, sehr verdiinntem Alkali zerstOrt. Noch grésser scheint 
diese Empfindlichkeit der Substanz gegen Alkali zu sein, wenn 
nicht in wisseriger, sondern in alkoholischer Losung gearbeitet 
wird. Denn wiihrend die Substanz durch Kochen mit Alkohol 
in saurer oder neutraler Losung nicht zerstOrt wurde, sahen 
wir sie ihre Wirksamkeit bald verlieren, als sie in einem 
Kontrollversuche in alkalischer LOsung gekocht wurde. 

Im Kohfibrin ist das Peptozym, wie oben erwihnt, ver- 
muthlich nicht als solches, sondern in Form einer Vorstufe vor- 
handen, als .Peptozymogen», das der EKinwirkung des Alkohols 
und der Autolyse widersteht, iihnlich wie = sich nach Unter- 
suchungen von Herrn Dr. Karl Glaessner aus Prag im 
hiesigen Institut, die uns Herr Prof. Hofmeister mittheilte. 
das Zymogen des Labs und des Pepsins durch eine sehr 


bedeutende Resistenz — im Vergleich zu den daraus_ erhiilt- 
lichen Fermenten — auszeichnet. 
V1. 


Vergleich der Wirkung des Peptozyms mit jener anderer die Gerinnung 
beeinflussender Factoren des Organismus. 


Durch eine grosse Reihe von Forschern ist in den letzten 
Jahren nachgewiesen, dass zwischen der Einwirkung von Blut- 
egelextract und «Pepton» auf die Blutcoagulation ein fundamen- 
taler Unterschied besteht: Wiihrend in den K6pfen der Blut- 
egel ein direkt die Coagulation hemmender Stoff vorhanden 
ist, wird (Fano) unter dem Einfluss des «Peptons» erst eine 
Verbindung gebildet, welche dem Blut die Befiihigung zum 
Gerinnen raubt. 

bBezeichnet man, einem jetzt herrschenden Sprachgebrauch 
folgend, solche direkt, also auch in vitro, die Wirkung des 





Fibrinfermentes (Thrombin) aufhebende Stoffe als « Anti- 
thrombine», so liisst sich dieser Befund so ausdriicken, dass 
die Blutegel ein Antithrombin enthalten, das Peptozym aber 
erst im Organismus das Auftreten eines Antithrombins  ver- 
_ anlasst. 

Als dasjenige Organ, welches nach der Peptoninjection 
das Antithrombin bereitet, ist von vielen Autoren (Gley, 
Contejean, Starling, Hédon und Delezenne, Spiro und 
ME llinger), die Leber erkannt worden. 

Auf Grund dieser Thatsachen hat vor Kurzem M. Jacoby') 
im hiesigen Institut direkte Beziehungen der Leber zur Blut- 
gerinnung nachzuweisen gesucht. Er fand aber, dass proteo- 
lyvtisch wirksamer Lebersaft, intravends injicirt, nicht gerinnungs- 
hemmend wirke, dass ferner dialysirter Lebersaft fibrinolytisch 
wirke, nicht dialysirter Lebersaft aber zwar eine geringe 
Antithrombinwirkung in’ vitro aufweise, eine nachtrigliche 
Fibrinolyse aber vermissen lasse. 

Trotzdem sich in diesen Versuchen nur eine geringe 
Kinwirkung der Leber auf die Gerinnung erkennen liess, haben 
wir doch einige Versuche itiber die Einwirkung von Sauren 
auf Leber angestellt, da ja die Peptonwirkung als eine Aus- 
schwemmung von priformirtem Antithrombin angesehen und 
auch mit jenen bekannten Experimenten in Analogie gebracht 
werden konnte, in) denen das in der Leber aufgestapelte 
Glykogen unter dem = Einfluss von Giften als Traubenzucker 
ausgeschwemmt wird: findet ja doch auch thatsiichlich bei der 
Peptoninjection Vermehrung des Leberlymphflusses und der 
Gallensecretion. statt. 

Bei der Einwirkung der Séure auf die Leber fiel uns 
zuniehst der abnorm schnelle chemische Verlauf der Spaltung 
auf. ‘Trotzdem wir, wie in den anderen Versuchen, nur eine 
0.4°oige Salzsiiture anwandten, ging sichtbar ein grosser Theil 
des Lebereiweisses bald in Lésung, wiihrend ein anderer Theil 
desselben der Verdauung dauernd widerstand. Die Beschaffen- 
heit der Losung geht aus der ausfiihrlichen chemischen Be- 


1) Diese Zeitschrift. Bd. XXX, S. 169. 1900. 
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schreibung hervor, die zeigt, wie weit in kurzer Zeit die 
Spaltung der Eiweisskérper gegangen war. 


Versuch XXXVI. 


‘s kg frischer Rindsleber wird fein zerhackt und mit Ver- 
dauungssalzsiure 11/2 Tage bei Bruttemperatur gehalten. Auffallender- 
Wweise erwies sich nach dieser kurzen Siiurebehandlung der allergrisste 
Theil der Lebereiweisskérper gelést und auch nicht durch Neutrali- 
sirung als Acidalbumin oder durch Coagulation ausfiillbar. Die klare. 
celblich gefirbte Fliissigkeit, auf dem Wasserbade eingeengt, stellt braune, 
hygroscopische Massen dar, die sich leicht in Wasser lédsen und schwach 
sauer reagiren. Ammonsulfat vermag bei keinem Sattigungsgrade, selbst nicht 
bei saurer Reaction, eine Fiillung oder Triibung der Lésung zu erzeugen: 
45° oiger Alkohol fallt die wisserige Lisung. Essigsiure erzeugt eine 
im Ueberschusse des Reagens sich lésende Fillung, auf Zusatz von 
Ferrocyankalium Griinfirbung. Biuretreaction blieb negativ. Millon’s 
Reagens firbte die Lésung beim Kochen schon roth, Molisch’s Reaction 
verhef positiv: Reduction beim Kochen mit alkalischer Kupferlésung 
liess sich nicht nachweisen. Bromwasser erzeugte schwache Triibung 
und geringe Violettfarbung; bet vorsichtigem Erwarmen mit alkalischer 
Bleiacetatlbsung trat Braunfirbung durch abgeschiedenen Bleischwefel 
ein. Phosphorwolframsiure, Gerbsiiure, Pikrinsiiure, Zinkacetat, Uranyl- 
acetat. Jodquecksilberjodkalium in saurer Liésung brachten Fallungen 
hervor. Nessler’s Reagens liess nur Spuren Ammoniak erkennen, da- 
vegen trat nach Erwiirmen mit Magnesia starke Ammoniakentwicklung ein. 

Die angefiihrten Reactionen zeigen, dass die Saurespaltung der 
Lebereiweisskérper sich in ttberraschend schneller Weise vollizieht: nach 
1 '/s tagiger Digestion waren ausser nucleinartigen Korpern keine irgendwie 
als Eiweisskorper zu charakterisirenden Spaltungsprodukte nachweisbar, 
sondern nur Kérper, die jenseits der Phase der Albumosen und Pepton- 
bildung lagen und wohl in Analogie mit den von Zunz!) bei der Pepsin- 
verdauung gefundenen und von Pfaundler?2) charakterisirten Kérpern 
zu bringen sind. 


Intravenése Injection beim Hunde. 


lt ¢ der Substanz wurden in 34 ccm. H,O gelist, mit Soda schwach 
alkalisch gemacht und zur Injection verwandt. Das Gewicht des Hundes 
betrug 9 kg. 


1) Zeitschr. f. physiol. Chemie, Bd. XXVIII, S. 132. 1899. 
2) Ibidem, Bd. XXX. S, 90. 1900. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XXXI 1s 











276 





Blutentnahme aus Zeitpunkt der Gerinnung 
der a. femoralis Eprouvette Capillare 
+*° Normalprobe 42s 423 
23 . , € 
+** Injection v. 9 ecm. d. Lg. _ 
qa 430 429 f Sogleich nach der tierinnung 
£27 In‘ection 1. 9 LI | theilweise Verflissigung 
Af nec ion v. Jcem. a. LZ. aa 
g oe . 
4 44s gaef Tasch nach der Gerinnung Alle Proben 
i \ villige Wiederauflisung | zeigen nach 
$*® Injection y. com. d. Lg. Lich eintvetende thetlecie * sinieer Sell 
Lo 44s 40 J sogleie eintretende theilweise —s 
33 Intech? \ Verflissigung vollige Ver- 
43% Injection v. 9 ccm. d. Lg. wilitics inline 
- 4ie 44° der gleiche Befund i 
pat 454 4.50 
4a = 00 458 | Spiiter eintretende Fibrinolyse 


Die erwartete Wirkung des dargestellten Produktes auf 
die Gerinnung bei intravendser Injection blieb, wie aus dem 
Protokoll ersichtlich, vollkommen aus. Dass trotzdem in dem 
Priiparat ein die Gerinnung beeinflussender Stoff vorhanden 
war, konnten wir dadurch beobachten, dass die geronnenen 
Blutproben sich rasch wieder verfliissigten, eine «Fibrinolyse 
zeigten, die in einigen Fiillen eine ganz ausserordentliche war. 
Kine ebensolche Fibrinolyse konnten wir auch nach der 
Injection von Pankreas- resp. Magenmucosa-Priiparaten — er- 
kennen, nur dass sie hier mit einer direkten Peptozymwirkung 
combinirt war. 


Endlich zeigt noch das Siiureprodukt aus der Leber eine 
Witkung auf die Gerinnung des aus der Ader gelassenen Blutes. 
Diese direkte, d. h. nicht von der Leber vermittelte Gerinnungs- 
hemmung, also eine echte Antithrombinwirkung, kann man 
jedoch mit Hilfe der Siureeinwirkung bei einer ganzen Reihe 
von Organen erzielen. Neben Leber, Pankreas und Magen 
wiiren auch hier z. B. Hoden und Thymus zu nennen, wahrend 
wir beim Autolysat des Fibrins ein negatives Resultat  er- 
hielten. Auch fiir diese Gerinnungshemmung ist es charakte- 
ristisch, dass dieselbe nur bei schwach alkalischer Reaction 
erzielt werden kann, wiihrend eine Spur von saurer Reac- 
tion, iihnlich wie dies bei der Peptonwirkung gilt, die Ge- 
rinnungshemmung mehr oder weniger, aber immer sehr deut- 
lich beeintrachtigt. 















































Die Antithrombinwirkung der iibrigen von uns unter- 
suchten Priiparate gebe ich der Kiirze wegen in Form einer Tabelle. 
In allen Fallen wurde zu der, wo nichts Niheres bemerkt 
































(> 
ist, schwach alkalischen Lésung des Priaparates eine mehr- 
fache Menge aus der Carotis entnommenen Blutes gefiigt und 
die Gerinnungszeit verzeichnet. 
| —_ | yg = fae — ee Se 
a | | si wt Ices 
32 827) 822 583) | 
| Vraparat l\o.3} o 8s a a 55! Gerinnt nach Fibrinolyse 
AS IA, | Ane 9 SB! 
” | =| 2 (|68§ 
| = fo © 
37 | Saureprodukt der Leber, | | 
P) | 59%, ige Lésung..... | 4 5 Hund | 118 Minuten 
38 | Siureprodukt der Leber, | 
| 50/pige Losung.... .| 1 BY Kaninchen | mehreren Stunden | 
39 | Siaureprodukt aus Pankreas, | | 
50jjige Lisung. ....] t | 5 Hund | 2 Tagen 
0 Autolysirtes Fibrin, doch | | 
ne es 6 » % Minuten | 


Autolysirtes Fibrin, doch | 
A: eee 6 > 3 Stunden 
i! Siureprodukt aus Magen- 


mucosa, 5% jige Lésung,. 


le ae 6 > 6 Minuten 
b) schwach alkalisch.j| 1 6 » Tagen 


| 
#2) Saureprodukt aus Thymus, | 


59 )ige Lésung, 





a) schwach sauer | 2 8 12 Minuten \ fehlt 
b) alkalisch | 2 x 32 Minuten f 
43 | Saureprodukt aus Stier- | 
hoden, 5°%/jige Lisung, | 
a) schwach sauer 1 8 35 Minuten fehit. 
b) schwach alkalisch .| 2 8 » | mehreren Stunden | fehit. 
4+ | Nebennieren.!) sauer .. . | 1 a) liber 10 Stunden 
alkalisch 1 5 | tiber 10 Stunden 
#5 | Milz.1) schwach alkalisch, | ei 7 | iiber 10 Stunden 
6 Submaxillaris,2) alkalisch.| 2 2 
| schwach alkalisch | 2 —10 
+7 | Lymphdriisen,2) alkalisch., 2 8—10 » ibis zur beginnenden, 
| | | Fiulniss ungeronnen, 
#8 | Dickdarmmucosa,2) saver. | 2 8—10 5 Minuten 
49 | Diinndarmmucosa,*) 
|  schwach alkalisch . . .| 2 8—10 mehreren Tagen 
50 | Oersophagusmucosa, !) | 
schwach alkalisch 2 5.40 , 10 Stunden 


!) Saureprodukt in 5% iger Lisung. 
') Saureprodukt in 10% iger Lisung. 
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Fir das Zustandekommen dieser Art von Gerinnungs- 
hemmung ist zum Theil eine einfache Deutung moglich. 

Durch Arthus und Pagés!) ist bekanntlich die Noth- 
wendigkeit der Kalksalze fiir die Gerinnung des blutes und 
des Plasmas sicher bewiesen worden. Nun vermogen, wie erst 
kiirzlich auch fiir einen Bestandtheil des normalen Serums 
und der Milch gezeigt worden ist,?) auch in den Korpersaften 
enthaltene Eiweissstoffe Kalk-Ionen in der Art zu binden, dass 
dieselben mit bestimmten Siiuren nicht mehr oder nur unvoll- 
stiindig reagiren. Auch die von uns_ beniitzten Verdauungs- 
fliissigkeiten zeigen ein theilweise gleiches Verhalten, in der 
Art, dass sie die Ausscheidung von phosphorsaurem und 
kohlensaurem Kalk bis zu einem gewissen Grade verzogern 
oder verhindern. Dass in der That die Kalkbindung den Grund 
fiir das Ausbleiben der Gerinnung bildet, gelang uns in jenen 
Killen, wo darauf geachtet wurde, dadurch nachzuweisen, dass 
hei vorsichtigem Zusatz von Calciumacetat noch ein nach- 
triigliches Eintreten der Gerinnung beobachtet werden konnte. 


Allerdings gelten alle diese Angaben nur fiir das Blut 
des Hundes. Die wesentliche Differenz in Bezug auf die Ge- 
rinnbarkeit des Blutes, die zwischen Kaninchen und Hund 
hei den Albumosen beobachtet ist, k6nnen wir auch bei 
unseren Agentien zeigen. Wir haben unser albumosenreiches 
Pankreaspriiparat. und unser albumosen- und_ peptonfreies 
Leberpriiparat Kaninehen injicirt und hier anstatt der beim 
Hunde beobachteten indirekten oder fibrinolytischen Wirkung 
nichts gesehen als Gerinnungsbeforderung. Beide Thiere 
gingen alsbald nach der Injection unter den charakteristischen 
und durch die Autopsie bestiitigten Erscheinungen multipler 
Kmbolieen zu Grunde. 


Versuch LI. 
EKinem 2300 g schweren Kaninchen wurden 2,5 g der Pankreas- 


siiureprodukte in 20 cem. alkalischer Lisung in die v. jugularis injicirt. 


tl, Archives de physiologie. Bd. 5. 8S. 739. 1890. 
2) Spiro und Fuld, Diese Zeitschrift. Bd. XXXII. S. 132. 1900. 
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Blutentnahme Zeitpunkt der Gerinnung 
aus der a. carotis Eprouvette Capillare 

1047 Normalprobe 10°? 10°? 
104#°—10° Injection 
10° 15” Ee Ueberall rasche Contraction der e- 
105° 10°? 1058 rinnsel unter reichlicher Serum- 
10°? 5 a 171° auspressung. 


Exitus. Pupillen colossal verengt. Bei sofortiger Thoraxer6ffnung 
finden sich allenthalben in dem rechten Herzen und den grossen Venen- 
stimmen, insbesondere der v. jugularis massenhafte Gerinnsel. 

Versuch LIL. 
Leber. 

Kinem 2750 ¢ schweren Kaninchen wurde in die Jugularvene eine 
schwach alkalische Lésung von 3 g Siiureprodukt aus Leber in 20 cem. 
Wasser injicirt. Der Verlauf des Versuches war folgender: 


Blutentnahme Zeitpunkt der Gerinnung 
aus der a. carotis kK prouvette Capillare 
10° Normalprobe 10'!° LO°* 
10°2—10 Injection 
10° 10° 10°? 
10" 10° 10°" 


10%° exitus. 
Das Thier geht zu Grunde unter Kriimpfen und plotzlichem Athem- 
stillstand. Die sofortige Eréffnung des Thorax zeigt grosse, feste Thromben 
im rechten Herzen und der art. pulmonalis. 


Beziiglich der vielstudirten «Peptonimmunitaét», die wir 
jetzt an obige Nomenclatur anschliessend als Peptozymimmunitiit 
bezeichnen wollen, kénnen wir endlich auch noch einige That- 
sachen beibringen. Fano hat zuerst gezeigt, dass Stoffe, 
die, wie die Tryptone, gar keine anticoagulirende Wirkung 
zeigen, diese Immunitiit auch hervorrufen kénnen. Ellinger 
und der eine von uns fanden ein iihnliches Verhalten fiir eine 
Reihe von Stoffen. Durch die oben angegebenen Versuche 
wird dies in weitem Maasse bestiitigt, denn fast alle von uns 
dargestellten Eiweisspriparate — eine interessante Ausnahme 
machen die durch Autolyse und ebenso die aus der Sub- 
maxillaris und aus Lymphdriisen gewonnenen Produkte — 
haben, ohne dass sie anticoagulirend gewirkt haben, auch 
eine Immunitaét erzeugt; die Peptozymimmunitit ist also un- 
abhingig von der Peptozymwirkung. 
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Worauf diese (kiinstliche) Immunitiit beruht, dariber 
lassen sich einstweilen nur Vermuthungen aussprechen. Die 
Injection von Albumosen findet ihr Analogon in der gleichfalls 
eine gewisse Immunitiit hervorrufenden Eiweissverdauung; die 
im Magen erfolgende Bildung von Peptozym und dessen_ all- 
miihlicher Uebertritt in die Leber oder der in der Leber an- 
zunehmende <Assimilationsvorgang kann zur Erklirung der 
fehlenden Antithrombinwirkung herangezogen werden. 

Ks erinnern diese Befunde, in denen Immunitiit gegen 
Peptozyme constatirt wurde, ohne dass der injicirte Stoff wie 
ein Peptozym gewirkt hatte, an die Befunde P. Ehrlich’s und 
seiner Mitarbeiter, welche gewisse Modificationen der ‘Toxine, 
die « Toxoide», kennen lehrten, die, ohne eine Giftwirkung 
auszuiiben, doch eine Antitoxinbildung (resp. Immunitét) her- 
vorzurufen vermogen, — Als eine einfachere und linger be- 
kannte analoge Erscheinung bei Korpern mit bekannter Con- 
stitution sei die relative Immunitit angefiihrt, welche hiufigerer 
Alkoholgenuss (Alkoholintoxication) gegen Aether, Chloroform 
und andere Stoffe der Alkoholgruppe hervorruft. 


In einigen Fillen endlich sahen wir zufiillig als Folge 
der Albumoseninjection ein merkwirdiges Verhalten: so zeigte 
ein Hund, der 5 Tage vorher Trypsinalbumosen intravenos 
erhalten hatte, ein eigenthiimlich triibes Plasma, was um so 
mehr auffiel, als ja die injicirten Albumosen, wie seit Hof- 
meister oft bestitigt wurde, die Blutbahn schnell verlassen. 
Das Plasma, das (in Folge einer Wittepeptoninjection) nur 
iusserst langsam gerann, coagulirte sofort auf Zusatz von 
jenen Trypsinalbumosen, die die eigenthiimliche Immunitit 
hervorgerufen hatten. Diese Coagulation, deren Analogie mit 
den in jiingster Zeit beobachteten Coagulinphiinomenen ohne 
Weiteres einleuchtet, war iibrigens keine «specifische», da 
sie auch, wenn auch langsamer durch andere, mittelst Sdure 
gewonnene Fibrinalbumosen, noch langsamer durch Wittepepton, 
oder Fibringlobulin oder eine Serumglobulinfraction (Euglobulin, 
nicht aber durch eine andere, die Pseudoglobulinfraction) her- 
vorgerufen werden konnte. 
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Versuch LIIL. 


Einem 8 Kilo schweren Hunde, der einige Tage vorher Trypsin- 
albumosen erhalten hatte. wurden 4 g Wittepepton intravends beige- 
bracht. 


Auf der Héhe der Peptonwirkung wurden diesem Hunde 50 ccm. 


arteriellen Blutes entnommen; das Blut blieb, wie die Kontrollproben 
zeigten, durch 24 Stunden ungerinnbar. Dasselbe wurde durch Centri- 
fugiren von den rothen Blutkérperchen befreit und das tribe Plasma zu 
vleichen Theilen mit Lésungen nachfolgender Eiweisskérper versetzt: 








Gerinnungszeit | Bemerkung 

Serumglobulinfraction Lu. IT L‘/2 Stunden Nach der Gerinnung tritt 
Losung auf. 
Serumglobulinfraction HI .) Bleibt ungeronnen 
Siiurespaltungsprodukte des 
fe 10 Minuten ‘Der gleiche Befund. 

Wittepeptonlésung . . . «| ‘le Stunde | Bleibt geronnen. 
Tryptosenlésung des Fibrins Gerinnt sofort | Bleibt geronnen. 
Plasma alicm . « s «+ « : 24 Stunden Nach der Gerinnung tritt 


|  Loésung auf. 

Duss diese auffallende, so lange anhaltende « Coagulin- 

immunitiit» mit der Peptozymimmunitat nichts zu thun hat, 
geht am besten aus dem Versuche selber hervor. Denn dieser 
Hund, dessen Serum in Folge der Trypsinalbumoseninjection 
so triibe geworden war und mit Trypsinalbumosen unter 
Coagulation reagirte, war in Bezug auf sein Blut nicht 
peptonimmun», sondern zeigte nach Injection von Witte- 
pepton sofort ungerinnbares Blut, dessen Plasma weiter triib 
blieb. Die beiden unabhiingig von einander’ verlaufenden 
Immunisirungsvorgiinge gehen offenbar auch Ortlich getrennt 
vor sich, der Process der Bildung des Antithrombins in’ der 
Leber, jener des Coagulins im Blute selbst. 








Die Injection von Tetanustoxin bezw. Antitoxin in den 
subarachnoidalen Raum.') 


Von 


Dr. F. Ransom. 


Aus der Abtheilung fiir experimentelle Therapie des Hygienischen Instituts 
der Universitit Marburg. 


(Der Redaction zugegangen am 30. October 1900.) 


In zwei friheren Arbeiten?) habe ich tiber die Ver- 
theilung des Tetanustoxins bezw. des Antitoxins im Thier- 
kOrper nach subeutaner und nach intravendser Injection 
herichtet. Jetzt modchte ich weitere Versuche mittheilen, 
welche in analoger Weise die Ergebnisse nach Injection in 
den subarachnoidalen Raum mittelst Gehirnstich resp. Lum- 
balpunction darstellen sollten. Der Bericht kann auch 
als ein Beitrag zur Frage der Behandlung von Tetanus 
mittelst subarachnoidaler Injection von Antitoxin  betrachtet 
werden. 

Methodik. Bei der intracerebralen Injection habe ich 
in bekannter Weise*) mit einem feinen Bohrer ein Loch ins 
Schadeldach etwas rechts oder links von der Mittellinie 
gemacht, dann die Nadel der Spritze ungefiihr 0,5 cm. bel 


1, Vorliufig mitgetheilt in den Sitzungsberichten der Gesellschaft 
zur Forderung der gesammten Naturwissenschaften in Marburg. Juni 1900, 

2) Diese Zeitschrift Heft 4/5 und Heft 6 Bd. XXIX., 

*) Roux et Borrel, Ann. Pasteur 1898, avril. 


ors 


or 
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Meerschweinchen (bei grésseren Thieren entprechend  tiefer) 
eingestochen und 0,2 cem. Fliissigkeit injicirt. 

Die Lumbalpunction wurde mit einer schrig abge- 
schliffenen Kaniile ausgefiihrt!) — bei entsprechend kleinen 
Kaniilen machte die Operation auch bei Meerschweinchen und 
jungen Kaninchen keine Schwierigkeiten. 

Die Injection mittelst Lumbalpunction ist) bekanntlich?) 
als eine subarachnoidale anzusehen und dasselbe gilt, wie 
ich mich bei Meerschweinchen und Kaninchen iiberzeugt habe, 
fiir die sogenannte intracerebrale Einspritzung. 

Fiirbt man z Bb. die Injectionsfliissigkeit mit Lithion- 
karmin und spritzt rechts oder links durch den Schadel in 
das Cerebrum ein, so findet man nach wenigen Minuten den 
Farbstoff schon bis zur cauda equina hingedrungen. 

Zunichst wollte ich ermitteln, ob das in den subarach- 
noidalen Raum eingebrachte Toxin oder Antitoxin daraus 
entweiche oder aber, ob es vielleicht in die Nervensubstanz 
eindringe und dort zuriickbehalten werde. Zu diesem Zweck 
spritzte ich je nachdem mittelst Gehirnstich oder Lumbal- 
punktion ein und priifte dann nach so und so viel Minuten 
oder Stunden das Blut und das auspraparirte Gehirn und 
Riickenmark auf Toxin resp. Antitoxin. Bei dem Ausprapariren 
wurde die Cerebrospinalfliissigkeit entfernt oder weglaufen 
gelassen. Fiir die Priifungen wurde Cerebrum mit Cerebellum 
und Riickenmark mit Medulla oblongata einzeln verarbeitet. 
In den meisten Fiillen bei kleinen Thieren wurde das Gehirn 
(grosses und kleines) von vorne nach hinten in zwei Hialften 
getheilt und die rechte mit der linken Seite verglichen. Das 
abgewogene Organ wurde mit dem zweifachen Gewicht O.85° oiger 
Kochsalzlésung zu einer méglichst feinen Emulsion verrieben : 
von dieser Emulsion wurde den Miiusen, welche dem physio- 
logischen Nachweis des Giftes dienten, 0,3 bis 0,5 ecm. sub- 
cutan eingespritzt. Bei der Priifung auf Antitoxin wurde die 


1} Quincke, Berlin. Klin. Wochenschrift 1895, Nr. 41. 
2) Key und Retzius, Studien in der Anatomie des Nerven- 
systems. Stockholm 1875—1876. 
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Organemulsion mit bestimmten Mengen einer bekannten Gift- 
losung gut gemischt und ohne Verzug den Miéiiusen  injicirt. 
Ber der Prifung des Blutes kam allein das Serum zur An- ’ 
wendung. 

Abkiirzungen. Die Berechnung des Gift- bezw. Antitoxinwerthes 
erfolgt in ++ Ms. und — Ms. 1 Ms. bedeutet 1 g Lebendmausgewicht. 
1 + Ms, ist die Giftmenge, welche 1 Ms. nach 3 bis 4 Tagen an Tetanus 
todtet; danach tédten z. B. 10 +- Ms. eine Maus von 10 ¢g nach 3 bis 
t Tagen, oder eine Fliissigkeit, wovon 0.5 cem. eine Maus von 15 ge 
nach 3 bis # Tagen an Tetanus tédtet, enthéilt in 1 cem. 30 + Ms. 
| Ms. ist die Antitoxinmenge, welche 1 +- Ms. eines Pestgiftes unter 
bestimmten Umstinden unschiidlich macht. 

QC keine Svmptome. 
leichter localer Tetanus. 
schwerer 
ausgebreiteter Tetanus. 

+ Tod an Tetanus. 


Versuch I. 
Intracerebrale Injection von Tetanustoxin bei Meerschweinchen. 


Protokoll 1. 


M. Nr. 813; 310 ¢ 12. Mar 1900. Nach 3. Std. 
Tet.-G. Nr. 5, 14. IV. 1000 > 7 an cerebralem 
0.2 cem. ha 
10 Tetanus. 


Mit Lithionkarmin  gefarbt 
intracerebral links. 
120000 —- Ms. 
- 400 +- Ms. pro 1 g | P 
Sectionsbefund: Der Farbstoff | 
reicht bis zur Cauda equina. 


Protokoll 2. 


M. Nr. 838; 290 g| l4. Mar 1900. Nach 5'/e Std. 
Tet.-G. Nr. 5, 4 IV. 1900 | + an cerebralem 


ae ee LO Tetanus. 
Mit Lithionkarmin  gefiirbt 
intracerebral links. 

| - 120000 +- Ms. 


480 -—- Ms. pro 1 g 


| 
| 
| 
| 


Sectionsbefund: Der Farbstoff | 
bis zur Cauda equina erkennbar. | 


oo 
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Protokoll 3. 
M. Nr. 873; 245g 30. Mai 1900. Nach 4's Std. 
| Tet.-G. Nr. 5, 14. V. 1900 + an cerebralem 
| 0.2 com. —————— a 
| 10 | Tetanus. 
Mit Lithionkarmin gefirbt 
intracerebral links. 
120000 +- Ms. 
= 490 +- Ms. pro 1 g | 
Sectionsbefund: Der Farbstoff 
bis zur Cauda equina erkennbar. 


Die Section wurde jedesmal gleich nach dem = Tode 
gemacht und dabei das Blut zur Priifung aus dem Herzen 
entnommen. Die Ergebnisse der Priifungen sind in der 
Tafel 1 dargestellt. 





Tafel 1. 
| 1 | | 
Blutserum | Grou. kl. Hirn | R.-Mark mit Med. obl. 
Ther. pees yore 
\ Priifung Priifung aut | Priifung auf | 
auf teem. Verlauf jf ecm. Emul-) Verlauf}} eem. Emul-, Verlaut 
enthilt sion enthiilt | sion enthiilt | 
8130 35 -- Ms.! 7 36 St.) 46 +- Ms. M) +- Ms. | 7 5*/2 Tage 
rechts 30 —- Ms. ; 
838 52 + Ms.\ 7+ 2 Tage ; : 29 + Ms. | Ff 10 Tage 
| "(links 81 -+ Ms. | 
873 (50 -- Ms. +31, Tage} 45 + Ms. | 45 + Ms. | 7 9'/2 Tage 


Augenscheinlich langte das Tetanusgift nach intracere- 
braler Injection schnell in der Blutbahn an. Die Meer- 
schweinchen sind 3. resp. 4!/2 und 5 Stunden nach der 
Injection an typischem cerebralen Tetanus gestorben und das 
aus den Herzen entnommene Blut enthielt jedesmal eine so 
betrichtliche Menge Gift, dass die damit eingepritzten Miiuse 
alle an ‘Tetanus gestorben sind. 

Andererseits liess sich ziemlich viel Gift im Gehirn und 
im Riickenmark nachweisen, jedenfalls mehr als allein aus 
dem Blutgehalt dieser Organe zu erkliiren wiire. So z. Bb. 
bei M. Nr. 873 waren in 1 cem. Blutserum ca. 50 -- Ms 
und in 1 cem. Riickenmarkemulsion ca. 25 -+- Ms., die 
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Organsubstanz macht aber nur !/, der Emulsion aus und das 
darin enthaltene Serum natirlich noch weniger. Demnach 
enthielt das Centralnervensystem, etwa 5 Stunden 
nach der intracerebralen Injection, mehr Gift, als 
auf dessen Blutgehalt zurtiickzuftihren wiire. Dieses 
Plus an Gift kann nicht der Cerebrospinalfliissigkeit zugeschrieben 
werden, denn dieselbe geht wiihrend des Auspriiparirens bei 
solchen kleinen Thieren verloren. 

Weiter beachtenswerth ist das Verschwinden — einer 
erosseren Portion Gift in der Zeit zwischen dem Einpritzen 
und dem Tode, Injicirt wurde bei M. Nr. 873 ca. 490 ++ Ms. 
pro 1 g Koérpergewicht, wiedergefunden ca. 50 —-+ Ms. in 
1 com. Serum und ea. 75 -++ Ms. in 1 g Nervensubstanz. 
Kinen iihnlichen Verlust an Gift nach intravendser bezw. sub- 
cutaner Injection sah zuerst Knorr.!) Dass viel Gift in der 
Cerebrospinalfliissigkeit) zurtickgeblieben war, wird durch den 
Versuch an Hund Nr. 20 unwahrscheinlich gemacht. 

Aus den Ergebnissen der Priifungen des blutes geht 
deutlich hervor, dass das Tetanusgift aus dem subarach- 
noidalen Raum zum Theil in die Blutbahn tibergeht. 

Die Priifungen des Centralnervensystems, in Zusammen- 
hang mit den unten mitgeilten Beobachtungen, deuten vielleicht 
auf eine sich allméhlich vollziehende Verbindung zwischen der 
Nervensubstanz und dem Gift und wiiren demnach in Einklang 
mit meinen friiheren Beobachtungen an Tauben.?) 

In dieser Beziehung ist folgende Versuchsreihe von 
Interesse. Ich injicirte 4 Meerschweinchen subcutan, jedem 
etwa die zehnfache tédtliche Minimaldoxis und untersuchte 
Blut und Centralnervensystem auf Gift, bei Nr. 1 20 Stunden, 
ber Nr. 2 2% Stunden, bei Nr. 3 34 Stunden nach der 
Injection. Das Gift war in jedem Falle im Blut, aber nicht 
im Centralnervensystem nachweisbar. Demnach war es nach 
subcutaner Injection nicht gelungen, das Gift im Gehirn oder 
im Riickenmark nachzuweisen, wohl aber nach intracerebraler 
Kinspritzung. 


1) A. Knorr, Habilitationsschrift. Marburg 1894, S. 24. 
2) Behring und Ransom, Deutsch. med. Wochenschrift 1898 Nr. 12. 
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Versuch II. 


Intracerebrale Injection von Tetanusgift bei Kaninchen. 


1: 1010 ¢ 


2: 1000 ¢] 


Nr. 148: 


1550 « 





| 





Protokoll 4. 


5. Juli 1900. 5 Min. nachder 
Tet.-G. Nr. 5, 14.V.1900 | Injectionsechwere 
0,2 ccm. : ; Bee Be. nage 
2,5 _Kriimpfe. 
intracerebral 7 nach 9 Stun- 
= 480000 —- Ms. den. 


= 480 +- Ms. pro 1 g. 


| Nach 6 Stunden Blutentnahme, 


y vom 
todten Hund. | 


Protokoll 5. 


». Juli 1900. 6. Juli 1900. 
Tet.-G. Nr. 5, 14 V. 1900 2 Uhr Nachin. 

0.2 cem. = Laat 
15 schwereKrimpfe, 
intracerebral 7 Uhr Abends +. 


= 80000 + Ms. 
== § -+. Ms. pro l f. 
Nach 6 Stunden Blutentnahme 


Qty 
D4 
Protokoll 6. 
13. Juli 1900. Bald nach der 
0,2 Tet.-G. Nr. 5. 6, VIL. 1900 Injection schwere 
intracerebral Kriimpfe. + nach 
== 1200000 —— Ms. 7'/e Stunden. 


= ca. 1000 + Ms. pro 1 ¢g 
Nach ''2 Stunde Blutentnahme 
2 Stunden 


~ 


” 
Protokoll 7. 
30. Mai 1900. Bis zum Tode 
= Tet.-G. Nr, 5, 14. V. 1900. | keine Symptome. 
0.2 ccm. - 10 ; 


| 


| 


intracerebral links 
120 000 — Ms. 
- ca, 76 +- Ms. pro 1 g. 


| Nach 6 Stunden mit Chloroform ge- 


tédtet, Gehirn und Riickenmark aus- 
praiparirt und Blut aus dem Herzen 
entnommen, 








— 


Die Ergebnisse der Priifungen sind in Tafeln 2 und 3 
wiedergegeben. 





Tafel 2. 
Thier-Nr. Blutserum 
und Giftdosis | : rani i aii 
prot g Korper- | Priifung auf 1 ccm. ; 
| Verlauf 


gewicht | enthilt 





ce Me | Nach 6 Stunden 28 + Ms. O 
A. ESee te | 
9% 28 +- Ms. | 
80 + Ms | . . | O 
24 . 30+ Ms. O 
K. Nr. 1 f 6 : 30 —+- Ms. = 
iO +. Ms. | 9 /  B2 + Ms, | 
_— | le Stunde 38 + Ms. | 
A. ne. 3 ; a | 
. 2 Stunden 37 +- Ms. | 
1000 -. Ms. | i = 
D . 31 + Ms. | +3'/2 Tage 


Tafel 3. 





Thier Blutserum | Grosses u. kleines Hirn| R.-Mark mit Med. obl. 
Nr. 
und | Priifung Priifung auf | Priifung auf | 


Gift- ‘auf deem. Verlauf'{ eem. Emul-| Verlauf |1 cem. Emul-) Verlaut 
dosis | 


enthilt sion enthialt | sion enthalt | 





K. 18 42-+4-Ms.| ©) | rechts 23-+-Ms. 


| 

| 
76 + Ms r , 39 +- Ms. | 7 5'/e Tage 
ere’ 24---Ms.| © | links 26-+-Ms, |-+ 8'/s Tage | 


Diese Resultate sind in voller Uebereinstimmung mil 
den Ergebnissen der Versuche an Meerschweinchen, indem 
nach intracerebraler Injection von grosseren Dosen 
bei Kaninchen das Gift schnell in der Blutbahn er- 
scheint. War aber die Giftdosis eine kleinere etwa die 
Hiilfte der t6dtlichen Minimaldosis, wie bei K. Nr. 2 und K. 
Nr. 148, so konnte ich nach 6 Stunden kein Gift im blute 
nachweisen, fand es aber bei K. Nr. 148 deutlich noch im 
Centralnervensystem. Nach einer grésseren Giftdosis — etwa 
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der sechsfachen tidtlichen Minimaldosis bei K. Nr. 8 — war der 
Giftgehalt des Blutes von '/2 Stunde bis 5 Stunden nach der 
Injection im Steigen begriffen. Bei K. Nr. 1 dagegen, welches 
circa die dreifache tédtliche Minimaldosis erhalten hatte, hatte 
der Giftwerth des Blutes schon in 6 Stunden das Maximum 
erreicht und war nach 9 Stunden wieder gesunken. In keinem 
Falle jedoch war das ganze injicirte Gift in die Btutbahn 
iibergegangen, denn obschon, wie behring!) gezeigt hat, die 
direkte Priifung des Kaninchenblutes an Miusen zu miedrige 
Werthe ergibt, so fehlt immerhin noch eine — betriichtliche 
Menge Gift. Ein kleinerer Theil des fehlenden Toxins befand 
sich (K. Nr. 148) im Centralnervensystem und etwas war 
wohl, wie im niichsten Versuch an Hund Nr. 20, in der 
Cerebrospinalfliissigkeit zurickgeblieben, damit wire aber das 
Deficit nicht gedeckt. Betrachten wir diese Thatsachen im 
Zusammenhang mit dem Befund bei K. Nr. 148, welches 
6 Stunden nach der Injection Gift im Centralnervensystem, 
aber nicht im Blute hatte, so scheint die Vermuthung nicht 
ungerechtfertigt, dass das verschwundene Gift, wenigstens zum 
Theil, vom Centralnervensystem in Anspruch genommen worden 
war. 
Versuch IIL. 
Intracerebrale Injection von Tetanusgift bei einem Hunde. 
Protokoll &. 


Hund Nr, 20, 15. Juni 1900, 16 Juni 
ATOO gf : Tet.-G. Nr. 5d, 14 V. 1900.) Getédtet. 
O.5 ccm. 
100 
intracerebral 
== 30000 -- Ms. 
| = 7 + Ms. pro 1 g. 
Nach € Stunden Blutprobe aus der | 
| art. fem. und Lymphe aus dem | 
ductus thorac. entnommen. Cere- | 
brospinalfliissigkeit mittelst Lum- 
balpunction gewonnen. 


') Behring, Allgem. Therapie d. Infectionskrankheiten. S. 1083, 
Wien 1900, 




















— 290 — 
Tafel 4 
stellt die Ergebnisse der Priifungen dar. 
Blutserum Halslymphe Cerebrospinalfliissigkeit ) 
Fr re 
Geprift auf | | |, Gepriift auf | Vorlauf | Gepriift auf | Vorbant 
leem. enthiilt vertan! teem enthalt ‘°®™ (1 cem.enthilt) *°™4" 





| 





| 31 +- Ms. 36 Stunden 
31 -+- Ms. | 30 -+ Ms. | — | 500 + Ms. |-+ 61/2 Tage 
5000 —- Ms. 


Demnach war nach 6 Stunden ein Theil des intra- 
cerebral eingespritzten Giftes in das Blut und die 


Lymphe iibergegangen, ein anderer Theil befand sich 
noch im subarachnoidalen Raum, die Hauptmenge aber 
war verschwunden. Wir kénnen die Berechnung folgender- 
maassen anstellen : 
Injicirt im Ganzen 30000 +- Ms. 
in 1cem. Blutserum ca. 15 —-+ Ms. 
Wiedergefunden: | Lymphe ca. 5+ Ms. 
| Cerebrospinalfliissigkeit ca. 4O0-L-Ms. 
Nehmen wir ferner an: 
Blutserum = ca. '/1is des Korpergewichts, 
Lymphe = = ae 
Cerebrospinalfliissigkeit = 10 ecm., 
so haben wir 
im Blate und in der Lymphe zusammen 7000 -- Ms. 
In 10 com, Cerebrospinaltltissigkeit 4000 + Ms. 
11 000 -L Ms. 
nachweisen konnen — 19000 -- Ms. sind verloren gegangen. 
Zwar wird dieser Verlust, wie Behring!) fiir Kaninchen ge- 
zeigt hat, nicht so gross sein, als er beim ersten Blick erscheint, 
aber ein betriichtlicher Verlust ist jedenfalls zu constatiren. 
Wenn nun ein Theil des Giftes weder in das Blut noch ' 


in die Lymphe tibergegangen und doch aus der Cerebrospinal- 


1) ], ce. S. 1084. 
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fliissigkeit verschwunden war, so liegt die Vermuthung nahe, 
dass das fehlende Toxin im Centralnervensystem gebunden 
wurde. 

Diese Versuche an Meerschweinchen, Kaninchen und 
einem Hunde beweisen in erster Linie, dass das Tetanusgift 
nach intracerebraler Injection zum Theil in die Blutbahn iber- 
seht. In zweiter Linie unterstiitzen sie die schon ziemlich 
allgemein acceptirte Ansicht,!) dass das Tetanusgift im Central- 
nervensystem gebunden wird. Ferner deuten die Ergebnisse 
bei den Meerschweinchen und Kaninchen darauf hin, dass 
dieses Fixiren des Giftes nicht schnell vollendet, sondern nur 
allmiihlich zu Stande gebracht wird. 

Wir wenden uns jetzt zu der Betrachtung der Ergebnisse 
nach intracerebraler Injection von Antitoxin. Die Versuche 
sind nur an Meerschweinchen ausgefiihrt. 


Versuch LV, 
Intracerebrale Injection von Tetanusantitoxin. 

7unachst fiihre ich eimige Versuche vor, welche als 
Kontrolle dienen, indem = sie die giftneutralisirende Kraft) des 
Meerschweinchen-Nervensystems unter anderen Bedingungen 
als nach intracerebraler Injection des Antitoxins darstellen. 
Diese sind die ersten drei Thiere in Tafel 5, niimlich: 

M. Nr. 835. Gehirn und Riickenmark eines frischen 
inhbehandelten Meerschweinchens. 

M. Nr. 837. Gehirn und Riickenmark eines Meer- 
schweinchens, welches 48 Stunden vorher eine kleinere Anti- 
loxindosis subcutan erhalten hatte. 

M. Nr. 762. Gehirn und Riickenmark eines Meer- 
<chweinchens, welches 23 Stunden vorher eine gréssere Anti- 
loxindosis subcutan erhalten hatte. 

Ks folgen dann in der Tafel fiinf Thiere, welche vor der 
Untersuchung des Centralnervensystems auf Antitoxin eine 
Antitoxindosis intracerebral erhalten hatten. 


1!) Ehrlich, Die Werthbemessung des Diphtherieheilserums. Klin. 


Jahrbuch Bd. VI. 1897. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XXXI. 1 
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Tafel 5. 
nae ae Blutserum Gehirn (gross und klein) R.-Mark mit Med. obl. 
Thier | proig | Wie | Getadtet |— —— —|_________— 
Nr. Korper- gegeben nach Gepriift auf capris ae Gepraft auf | 
gewicht , — Verlaut 1 ccm. Emulsion Verlauf t ccm. Emulsion | Verlauf 
cc » € li | 
enthalt enthalt 
83h oO os _ _ links 1000 — Ms. 1 000 — Ms. +91), Tage 
| 10 000 — Ms. +31), Tage 10 000 — Ms. + 21), Tage 
PTO a are ~ a ie = ee = = — = —— - — _ - = oe a ! 
1 i . i . le el 
837. | 88000—Ms.|_ subcut: | sg ct | 1 000 — Ms, =e 1 000— Ms. = 1000 — Ms. +61), Tage 
~ le | subc utan t b. 10 000 — Ms. ) rec hts 10 000 Ms. \+ 31 > Tage 10 O00 - Ms. + a1 Tage 
| Hadis 100 000 — Ms. + 2'/, Tage 

762 '4000000—Ms.|  subeutan 93 St 2,8 Mill. — Ms, ®) INKS 600 000 — Ms. |+ 36. St. 100 000 — Ms + 36 St. 
| : 3 St. 28 Mill. — Ms. + 2% St. sale 100 000 — Ms. + 2 Tage 600 000 — Ms, + 16 St. 
Feen's 600 000 — Ms. |+ 36 St. 

a ~ 7 7 oo - 7 — — - - = - ' 

788 | 29.500 Intracerebral | 3, gy : O00 —~ Be. re rechts _, 1 000 — Ms. |} 1000—Ms.  |481/, Tage 
links yo aoe ee 10000 —Ms, | () cents 10000 — Ms. |+ 3!/g Tage 10 000 — Ms. +31, Tage 
| echte 1 O00 Mes 

834 | 29600—Ms. | Intracerebral 8 St 1000 — Ms | 36 St reeMS 10000 — Ms. |+ 3'/, Tage 1 000 — Ms. +5 Tage 
; links , 10 000 Ms 7. = = : 1 O00 Ms 10 000 — Ms. +21, Tage 

links 10 000 Ms. + 3! g lage 
| on Intracerebral a ; 800 Ms mbes Bile cen ROO Mes rf) ROO Ms 
849 27 000 —- Ms. :Y 24 a S'la Fae Ms. | Ms. 
fl links | #A S$ St. 8 OO) — Ms, + 21, Tage 8000 — Ms. |+ 31, Tage & O00 — Ms 
1000 — Ms o) 
ac ’ 1000 — Ms. O rechts 
R45 285 00 — Ms Intra: erebral 17 St 10000 Ms Q) : 10 000 — Ms, -- 1 000 Ms. O 
links Se eae — ee . 1 000 — Ms. O 10000 — Ms 
. i say links 10 000 Ms. 
| ~e 1 O00 Ms. 2) 
829 333 333 — Ms. | [Mtracerebral 93 gy 5 000 — Ms 0) recn's 10000 — Ms 1000 — Ms. oO 
bi ae links r : 50 O00 — Ms. O 1000 — Ms. .) 10 000 — Ms +71/, Tage 
links 10 000 — Ms 4) ! ” 
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Aus dem Protokoll fiir M. Nr. 835 ersehen wir, dass 
1 cem. der Emulsion (= 0,33 g Nervensubstanz) des Gehirns 
von dem unbehandelten Meerschweinchen beinahe 1000 +- Ms. 
meines Giftes neutralisirte und ferner, dass die entgiftende 
Kraft des Riickenmarks betriichtlich kleiner war als die des 
Gehirns.!) Diese Thatsache, dass das Gift ausserhalb des 
Thierkorpers weniger stark vom Riickenmark als vom Gehirn 
neutralisirt wird, gewinnt an Wichtigkeit, wenn wir sie neben 
den Versuchen | und II betrachten, welche ergeben hatten, 
dass das Riickenmark nach intracerebraler Injection mehr Gift 
enthiilt als dasselbe Gewicht Gehirn. Wenn der letzte Befund 
nicht auf Zufall beruht — eine Annahme, welche bei der 
Gleichmiissigkeit der Versuchsergebnisse kaum zuliissig ist —, 
so darf man ihn gelegentlich einer besprechung der Wirkungs- 
weise des Tetanustoxins nicht ausser Acht lassen. Es wird 
im Allgemeinen angenommen, dass sich der Hauptangriffspunkt 
des Giftes im Riickenmark befinde, man sollte aber die Er- 
scheinungen nicht vergessen, welche auf eine weitere Aus- 
dehnung der Giftempfindlichkeit hindeuten. Kaninchen zeigen 
niimlich nach grésseren Dosen eigenthiimliche — allgemeine 
Lihmungserscheinungen, welche sogar den Tod bewirken 
kOnnen. — Warme Froésche, speciel R. temporaria, fallen oft, 
nach subeutaner oder intravenéser Injection von hohen Dosen 
des Giftes, in einen curarisirten Zustand, welcher tagelang an- 
hilt. — Hiihner bekommen vor dem Einsetzen des Starrkrampfes 
merkwiirdige Symptome, welche auf eine mehr ausgedehnte 
Wirkung des Giftes schliessen lassen. Wenn also die Erregung 
der Reflexe und der Starrkrampf die deutlichsten Merkmale des 
Tetanus sind, so schliesst dies nicht aus, dass das Gift auch 
andere weniger in die Augen fallende Wirkungen haben kann. 

Um nun zur ‘Tafel 5 zuriickzukehren. Ein Vergleich 
zwischen M. Nr. 835 und M. Nr. 837 lehrt uns, dass nach 
subcutaner Injection von Antitoxin in mittleren Dosen 
die giftneutralisirende Kraft des Centralnerven- 
systems nicht erhoht wird. 

1) Wie auch Wassermann gezeigt hat, Berlin. klin. Wochenschrift. 
I898. Nr. 1. 

19* 
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Bei M. Nr. 762) ist wohl die anscheinend im Central- 
nervensystem enthaltene kleinere Menge Antitoxin auf das 
mit eingeschlossene Blut zuriickzufiihren. 

Die Tafel beweist zur Geniige, dass das Antitoxin 
nach intracerebraler Injection zum groéssten Theil 
schnell in die Blutbahn tibergeht.!) 

Kine Erhoéhung der normalen entgiftenden Kraft 
des Centralnervensystems nach intracerebraler Injec- 
tion von ziemlich grossen Antitoxinmengen (M. Nr. 788, 
Nr. 834 und Nr. 849) konnte nicht nachgewiesen werden, 
und wenn nach sehr grossen Antitoxindosen (M. Nr. 845 und 
Nr. $29) eine scheinbare Zunahme stattfand, so war dies auch 
der Fall) nach subcutaner Verabreichung (M. Nr. 762) ihn- 
licher Dosen. 

Wir haben also einen auffallenden und interessanten 
Giegensatz zwischen Toxin und Antitoxin gefunden. — Das 
Toxin. nach intracerebraler Injection geht nur zum Theil in 
die Blutbahn fiber, eine betriichtliche Menge bleibt im Central- 
nervensystem hingen und kann eine Zeit lang da nachge- 
wiesen werden, aber ein grosser Theil des eingespritzten Giftes 
entzieht sich jedem Nachwets. 

Das Antitoxin dagegen tritt) fast vollstiindig aus dem 
subarachnoidalen Raum in die Blutbahn iiber. und zwar so, 
dass etwa 2% Stunden nach der Injection anniithernd das ganze 
eingespritzle Antitoxin sich im Blutserum_ befindet. 

Das Verhalten des Giftes untersttitzt kriiftig die Ver- 
muthung, dass das Tetanustoxin im lebenden Thier vom Cen- 
tralnervensystem gebunden wird. Andererseits ist der schnelle 
Vebergang des Antitoxins aus dem = subarachnoidalen Raum 
in das Blut eine Thatsaehe, welche bet der Betrachtung der 
Frage von der Behandlung des Tetanus mittelst Injection des 
Antitoxins in’ die Cerebrospinalfliissigkeit) nicht ausser Acht 
celassen werden kann. 


Obschon, wie ich oben gesagt habe, die Injection durch 
Gehirnstich und = diejenige mittelst Lumbalpunktion insofern 


1, Auch Blumenthal fand Antitoxin im Blute nach intracerebraler 
Injection. Der Tetanus, v. Leyden und Blumenthal. Wien 1900. 
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als gleichbedeutend zu betrachten sind, als die eingespritzte 
Fliissigkeit in beiden Fiillen in den subarachnoidalen Raum 
kommt, scheint es mir doch zweckmissig, tiber die Verab- 
reichung von Gift bezw. Antitoxin mittelst Lumbalpunktion 
einzeln zu berichten. | 

Versuch V. 

Injection von Tetanusgift mittelst Lumbalpunk- 
tion bei einem Hunde. 

Hund Nr. 24 erhielt 850 -+ Ms. pro 1 g Korpergewicht 
mittelst Lumbalpunktion injicirt. Das Blut wurde 24 Stunden 
und 48 Stunden nach der Injection auf Giftgehalt gepriift. 
Die Ergebnisse der Priifungen sind in Tafel 6 dargestellt. 

Tafel 6. 


Blutserum Hund Nr. 24. 





Priifung 
auf 1 ccm. Verlauf 
enthilt 


Zeit der 
Entnahme 





500 +- Ms.| + 2'/ Tage 

24 Stunden f & acd. “inl 
\ 2000 —- Ms. 7 3'/2 Tage 
100 -—- Ms.| + 2's Tage 
‘8 Stunden f Ma re Sig 
\ 500 + Ms.| 7 5'2 Tage 


Versuch VI. 
Injection von Tetanusantitoxin mittelst Lumbal- 
punktion bei einem Hunde. 
Hund Nr. 20 erhielt 100000 — Ms. pro 1 g KOorper- 
gewicht mittelst Lumpalpunktion injicirt. 
Tafel 7. 


Blutserum Hund Nr. 20 





. Priifung 
Zeit der ” 


Sait l auf 1 ccm. Verlauf 
‘ntnahme 


enthalt 





500000 — Ms. | © 


7 Stunden 800000 — Ms. + 2'/2 Tage 
1000000 — Ms. | + 36Stunden 

500000 — Ms. | O 

24 Stunden 800000 — Ms. | O 


| 1000000 — Ms. 


-!- 


_ ry 
‘ 1/9 Tage 
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Das Blut wurde 7 Stunden und 24 Stunden nach der 
Injection auf Antitoxingehalt gepriift. Die Ergebnisse der 
Priifungen sind in Tafel 7 dargestellt. 

Ks ergibt sich ohne Weiteres aus den zwei Tafeln, dass 
nach Injection mittelst Lumbalpunktion sowohl das Tetanus- 
toxin wie das Antitoxin in bedeutender Menge und mit  be- 
triichtlicher Schnelligkcit, in der Blutbahn erscheint. Was die 
Menge. betrifft, so war thatsiichlich nach 24 Stunden fast 
das ganze injicirte Antitoxin in die Blutbahn tiber- 
gegangen. Wir diirfen also voraussetzen, dass elwaiges im 
Blute kreisendes Gift) durch Injection von Antitoxin mittelst 
Gehirnstich oder Lumbalpunktion in dhnlicher Weise neutrali- 
sirt sein wiirde, als nach subcutaner oder intravendser Ver- 


abreichung, 


Da nun die oben mitgetheilten Versuche gezeigt hatten, 
dass das Tetanustoxin bezw. das Antitoxin aus dem = subarach- 
noidalen Raum austritt, so schien es mir interessant, zu er- 
mitteln, ob eine Bewegung in der umgekehrten Richtung 
stattlinden kann. Zu diesem Zweck untersuchte ich die 
Cerebrospinalfliissigkeit nach intravendser und nach subcutaner 
Injection von Tetanustoxin bezw. Antitoxin. 


Versuch VIL. 
Intravendse Injection von Tetanustoxin. Unter- 


suchung der Cerebrospinalfltissigkett. 


Protokoll 8. 


Hund Nr. 25 Is. VI. 1900, 9 Uhr Morgens 19,/VI. Morgens EO 
N50 ¢ 0.6 cem. Tet.-G. Nr. 5. 14. V. 12800. | Abends 
intravenos | 20./VI. + gefunden 


- 8600000 + Ms. 
ca. DOO +- Ms. pro Ll g 
Nach 6 Stunden Lumbalpunktion 
7 
at 


und Blutentnahme. 


Die Ergebnisse der Priifungen des Blutes und der Cerebro- 
spinalfliissigkeit sind in Tafel 8 zusammengestellt. 








Tafel 8. 
Cerebrospinalfliissigkeit Blutserum 
Zeit | Priifung | Zeit Priifung 
der | auf 1 ccm. | Verlauf der auf {| ccm. Verlauf 
Entnahme! — enthiilt Entnahme — enthalt 
6 st (30 + Ms. Spur ? seat esa 
yo» * \ 20) ! Ms. O | (}() =“ Ms. j 36 St. 
M 24 St 200 +- Ms. | 7 2'2 Tage 
7 —- Ms. ' — 
Dh St. f . Yo O | 400 +- Ms. | + 4 Tage 
\| 35 + Ms. Spur ? 


In die Cerebrospinalfliissigkeit war bei der Entnahme 
eine Spur Blut hineingerathen. Die zwei Miiuse, welche bei 
der Priifung der Cerebrospinalfliissigkeit einen kaum = wahr- 
nehmbaren Anflug von Tetanus zeigten, kénnen wohl den- 
selben von dem beigemischten Blut bekommen haben. 

Ks ergibt sich unzweideutig aus der Tafel, dass das 
Tetanusgift nur in versehwindend kleinen Mengen, 
wenn tiberhaupt, aus dem Blute in die Cerebrospinal- 
fliissigkeit tibertritt.!) (Wie ich friiher gezeigt habe, be- 
sitzt die Cerebrospinalfliissigkeit keine oder nur eine minimale 
Fihigkeit, das Tetanusgift zu neutralisiren.) 

Nach diesem Befund wird es sich wohl kaum lohnen, 
in der Cerebrospinalfliissigkeit von tetanuskranken Menschen 
nach Tetanusgift zu suchen. Wir kénnen nicht annehmen, 
dass das Gift den Weg durch die Cerebrospinalfliissigkeit 
id. h. die im subarachnoidalen Raum befindliche Fltissigkeit) 
nimmt, um an die Zellen des Centralnervensystems zu gelangen. 
Von der grossen, etwa 6000 -- Ms. in | cem. betragenden 
Giftmenge, welche in das Blut eingespritzt. wurde, war nach 
24 Stunden nur noch der 15. Theil im Blute nachweisbar: 
obschon indessen so viel Gift aus der Blutbahn verschwunden 
war, konnte ich in der Cerebrospinalfliissigkeit kaum eine 
Spur davon finden. 

1) Stintzing R., Grenzgebiete d. Med. u. Chir. Bd. Ill, Heft 3/4, 
ISUS, hat einmal Gift in der Cerebrospinalfliissigkeit gefunden. 

Blumenthal und Jacob, Berlin, klin. Wochenschrift 1898 Nr. 49 
haben das Gift bei Ziegen nicht gefunden. 
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Versuch VIII. 
Intravendse bezw. subcutane Injection von Tetanusantitoxin. 
Untersuchung der Cerebrospinalfltssigkeit. 


Hund Nr. 19 erhielt 90000 — Ms. pro 1 ¢ Korpergewicht 
intravenos. 

Gepriift auf Antitoxingehalt) wurden Blut, Halslymphe 
und Cerebrospinalfliissigkeit. Die Ergebnisse stehen in Tafel 9. 


Tafel 9. 








Zeit Cerebrospinalfliissigkeit Blutserum | Halslymphe 
nach 
der Priifung | | Priifung Prifung 
Injec- auf 1 com. | Verlauf ; auf tf cem, Verlauf) auf 1 ccm, | Verlaut 
fon. enthiilt enthiilt | enthiilt 
| | | 
= cg, f 75 000—Ms. | + 46 St. | 400000—Ms.} © | 200000—Ms.| © 
~* 1200 OOO—Ms. | -- 33 St. 6O0000—Ms. | AOO0O0—Ms, | 
| the 4 
mo a, f 1000—Ms. |-+- 2'/2 Tage 10000—Ms. | © | | 
"1 10 000—Ms. | + 24 St. | 100000—Ms.| OC. | | 
—( 1000—Ms. |-+ 24/2 Tage 1 OOO—Ms. | _ 
4) 24S ‘ . 
“(10 000—Ms.  -+- 24 St. | 10000—Ms. +21/2Tge 


| 
| 
| 


Hund Nr. 25  erhielt’ subeutan 800000 Ms. pro 1 g 
Korpergewicht. 23 Stunden spiiter wurden Blut und Cerebro- 
spinalfliissigkeit auf Antitoxingehalt untersucht. Die Ergebnisse 
der Priifungen stehen in Tafel 10. 


Tafel 10. 








Zeit Cerebrospinalfliissigkeit Blutserum 

nach ~~ 

der Prifung Priifung 
Injec-) auf 1 cem.  Verlauf | auf 1 ecm. Verlaut 
tion enthilt enthiilt 

1OOO—Ms. O »4000000—Ms. O 
23 St. | 
10000—Ms. SOQO0Q000—Ms. | 7 32 Tage 


Kine kleine Beimischung vom Blute fand wihrend der 
Kntnahme der Cerebrospinalfliissigkeit mittelst Lumbalpunktion 
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hei beiden Hunden statt und macht sich wohl in den Pri- 
fiingen bemerkbar. 

Wir entnehmen aus den beiden Tateln, dass das Tetanus- 
antitoxin nach intravenéser sowie nach subeutaner 
Injection nur spurenweise in der Cerebrospinal- 
flissigkeit nachweisbar war, obschon das gleichzeitig 
entnommene Blut stark antitoxisch wirkte. 

Kine Erweiterung dieser Ergebnisse stellt der folgende 
Befund dar: Von einem isopathisch immunisirten Pferd entnahm 
ich eine Blutprobe und gleichzeitig etwas  Cerebrospinal- 
fliissigkeit und stellte vergleichende Priifungen an. Die 
Cerebrospinalflissigkeit war wasserklar und frei von jeder 
Verunreinigung mit Blut. Die Resultate der Priifungen sind 
in Tafel 11 wiedergegeben. 


Tafel 11. Pferd Nr. 4. 








Cerebrospinalfliissigkeit Blutserum 
Priifung auf 1 ccm. Vevtant | Prifung auf 1 cem. Verlauf 
enthalt enthalt . 
| | 
ROQOQOQO—Ms. © 200000000—Ms. | © 
L600000—Ms. | + BO St.) 240000000—Ms. | + 44/s Tage 


| 

Demnach enthielt das Pferdeserum ca. 5 Antitoxin- 
einheiten in 1 cem., die Cerebrospinalfliissigkeit dagegen nur 
Ca. 150 A. KE. = den 3/250 Theil. 

Ks ist also bewiesen, dass bei der Anwesenheit 
von viel Antitoxin im Blute auch die Cerebrospinal- 
fliissigkeit antitoxische Eigenschaft besitzt, wenn 
auch in viel kleinerem Maasse als das Blut. 

Es wird ferner in Tafel 9 sehr deutlich zum Ausdruck 
gehracht, wie wenig Gemeinschaftliches die Lymphe mit der 
Cerebrospinalfliissigkeit hat, denn der Antitoxingehalt der 
letzteren steht weit unter dem der ersteren. 
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Die Beobachtungen tiber die Vertheilung des Tetanus- 
giftes nach Injection in den subarachnoidalen Raum = gaben 
nun Veranlassung zu der Frage: Wie entsteht denn = der 
cerebrale Tetanus? Bekanntlich haben Roux und Borrel!) 
einen besonderen sogenannten cerebralen Tetanus beschrieben, 
welcher nach intracerebraler Injection bei Kaninchen und 
Meerschweinchen auftritt und durch heftige epileptische Kriimpfe, 
motorische Storungen u. s. w. charakterisirt wird. Da nun 
das intracerebral eingespritzte Gift) in den subarachnoidalen 
Raum kommt, so fragt es sich: Was fiir eine Art Tetanus 
sehen wir, wenn wir das Gift) statt durch den Schiidel per 
Lumbalpunktion tn diesen Raum bringen? 

Versuch IN. 
Injection von Tetanusgift mittelst Lumbalpunktion. 
Protokoll 9. 


Hund Nr. 24. 25. Juni 1900, 9'2 Uhr Morgens. 26. Juni 1900 
HOO ¢ 1 ccm. Tet.-G. Nr. 5, 14. V. 1900. Morgens © 
Mittelst Lumbalpunktion eingespritzt Abends © 
| ca. 8d0 4+- Ms. pro I g. 27. Juni Morgens 
Sectionsbericht: Einstichstelle | die Hinterbeine etwas 
im Riekenmark deutlich vernehm- sterf. 
bar. Mittags alle 4 Beine 


steif, Kopf zuriick 

gezogen. Die leiseste 
Bertthrung ruft 
schwere Streck- 
kriimpfe hervor. 


Protokoll 10. 


Meerschwein- 25. Juni 1900, 9 Uhr Morgens. Bis 5 Uhr Abends 
chen Nr. 954, 0.2 Tet.-G. Nr. 5, 14. V. 1900. keine Kriimpfe noch 
bO ¢ Mittelst Lumbalpunktion eingespritzt , Starre, spater ent- 

| ca. 2666 —- Ms. pro Lt g. _ wickelte sich eine 

Section: Einstichstelle im Riicken- |) allgemeine Starre. 

| mark deutlich wahrnehmbar. Um 8 Uhr Abends 


'war das Thier ganz 

| . 

| steif und um 10 
Uhr todt. 


1) Roux et Borrel, Annales Pasteur 1898, Nr. 4. 
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Protokoll 11. 


Kaninchen 25. Juni 1900, 10 Uhr Morgens. Bis Abends 6 Uhr 
Nr. 157,1070¢ 0.2 Tet.-G. Nr. 35, 14. V. 1900. keine Kriimpfe: am 
Mittelst Lumbalpunktion eingespritzt nichsten Morgen 
= ca. 1100 -+- Ms. pro 1 g. mit allgemeinem 
Section: Einstichstelle im Riicken- | Tetanus gefunden. 
mark deutlich wahrnehmbar. Abends todt. 


Es ergibt sich hieraus die auffallende Thatsache, dass 
die Injection von Tetanusgift in den subarachnoidalen Raum 
mittelst Lumbalpunktion nicht cerebralen, sondern gewoOhnlichen 
Tetanus mit Starrkrampf und ohne epileptische Erscheinungen 
hervorrult. 

Kine Erklirung fiir diese Beobachtung suchend, iinderte 
ich die Versuchsanordnung insofern, dass ich gleich vor 
oder gleich nach der Injection des Giftes 0.20 cem. einer 
O.8)° oigen Kochsalzlosung intracerebral einspritzte. 


Protokoll 12. 


Kaninchen | 13. Juli 1900. 9'/2 Uhr Morgens. Gegen 2 Uhr aus- 
Nr. 4 1200 ¢ O44 cem. Tet.-G. Nr. 5, 6. VIL 1900. gesprochene  heftige 
| Mittelst Lumbalpunktion eingespritz! epileptische 
| = ca. 2000 — Ms. pro 1 g Kriimpfe, welche 
'Gleich darauf 0.2. cem. Kochsalz- sich zuniichst in 
losung intracerebral. den Nackenmuskeln 
Section: Die Einstichstelle im Ge- zeigten. Die 


hirn und im Riickenmark deutlich Kriimpfe wurden 
wahrnehmbar. allmihlich heftiger, 
| so dass das Thier 
oft umgeworfen 
wurde. 
Gecgen 6 Uhr Abends 
im Krampfe todt. 


In diesem Versuch wurde also die Gehirnsubstanz durch 
den Einstich und die Injection von KochsalzlOsung  verletzt 
und nun sah ich nach Giftinjection mittelst Lumbalpunktion 
charakteristischen cerebralen Tetanus auftreten. 

Zuletzt wollte ich ermitteln, welches die Folgen einer 
Verletzung des Gehirns bei intravenéser Injection des Ciftes 
sein wiirden. 
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Protokoll 13. 


Kaninchen 19. Juli 1900, 9 Uhr Morgens. _ Bis Abends 7 Uhr 
Nr. 5, 680 g > 1 com. Tet.-G. Nr. 5, 6. VIL 1900.) keine Krimpfe. 
intravendos. 20. Juli Allgemeine: 
ca, 8900 —- Ms. pro 1 g. | Tetanus, Abends 
5 Minuten spiter | todt. 


0.2 ccm. O.85°oiger Kochsalzlosung | 


intracerebral. 


Protokoll 14. 


Meerschwein- 9 Juli 1900, 9 Uhr Morgens. 8! Uhr Abends + 
chen Nr. 992) 1 ccm. Tet.-G. Nr. 5, 6. VIE. 1900, an allgemeinem 
HD g intravends Tetanus, ohne 

= ca. 12000 + Ms. pro 1 g. | Kriimpfe gehabt zu 


5) Minuten spiiter | haben. 
0.2 com. 0,85°/,iger Kochsalzlosung | 


intracerebral. | 


Ks scheint hiernach nicht moglich zu sein, cerebralen 
Tetanus durch intravenése Giftinjection hervorzurufen, auch 
dann nicht, wenn man kolossale Giftmengen gibt und das 
(rehirn mittelst Nadelstich verletzt. 

Nach diesen Ergebnissen diirfen wir wohl den Schluss 
viehen: Zur Entstehung des Symptomencomplexes, 
welchen Roux und Borrell cerebralen Tetanus nannten, 
sind eine Verletzung des Gehirns und die direkte 
Application des Giftes erforderlich. 

In Bezug auf das Vorhergehende wird es auch von 
Interesse sein, einen anderen Punkt in Erwiigung zu ziehen. 
Wenn man niimlich gréssere Giftdosen intracerebral injicirt, 
so wird die Incubationszeit des cerebralen Tetanus betriichtlich 
vektirzt. So habe ich bei Meerschweinchen nach intracere- 
braler Injection von 0,2 ccm. einer 1°/oigen wiisserigen ‘Tcianus- 
giftlbsung die Symptome innerhalb 40 Minuten auftreten, den 
Tod schon in’ 4—) Stunden erfolgen sehen. Bei Meer- 
schweinchen Nr. 813 (Protokoll 1) fingen die Kriimpfe eine 
knappe Stunde nach der Jnjection an. Bei Kaninchen Nr. 1 
und Nr. 3 (Protokolle 4 und 6) war die Incubationszeit nach 
Minuten zu berechnen; bei Kaninchen Nr. 2 (Protokoll 95) 
dagegen, nach Einspritzung einer diinneren Losung, dauerte 


—— 


es ungefiihr 30 Stunden, ehe die Krankheit einsetzte. Anderer- 
seits liisst sich eine solche Abkiirzung der Incubationszeit 
nach intravendser oder subcutaner Injection nicht erreichen, 
sogar nicht nach Injection mittelst Lumbalpunktion, wenn nicht 
das Gehirn verletzt wird. Ich habe kolossale Giftdosen ange- 
wendet, zB. bet Meerschweinchen Nr. 992 (Protokoll 14) 
etwa das 36000fache Multiplum der t6dlichen Minimaldosis, 
ohne eine Incubationszeit von weniger als 6—S8 Stunden 
erzielen zu konnen. Kurz gesagt, je unmittelbarer und con- 
centrirter man das Gift an die Nervzellen bringt, desto kiirzer 
wird die Incubationszeit. 

In letzter Zeit hat man die Behandlung von Tetanus 
durch subdurale (Lumbalpunktion) Einfiihrung des Antitoxins 
befiirwortet.4) Die Resultate, soweit sie mir bekannt sind, 
kijnnen nicht als itiberwiegend  giinstig bezeichnet werden 
und ich glaube, dass bet weiterer Besprechung dieser Frage 
zwei Thatsachen nicht ausser Acht gelassen werden  sollten, 
niimlich: 

1. In der Cerebrospinalfliissigkeit ist kein oder fast kein 
(ult zu finden: 

2. das subdural eingefiihrte Antitoxin geht schnell und 
fist vollstiindig aus dem subarachnoidalern, Raum in die Blut- 
bahn wber. 

Meine Versuche sind) zwar nur an Meerschweinchen, 
Kaninchen und Hunden gemacht und demnach nicht ohne 
Weiteres zu Sechliissen fiir die Behandlung von Menschen 
brauchbar, sie k6nnen aber als Wegweiser fiir weitere Unter- 
suchungen dienen. 

Die Ergebnisse der ganzen Arbeit lassen sich folgender- 
maassen kurz zusammentassen: 

Subarachnoidal eingespritztes Tetanustoxin bezw. Anti- 
toxin fiingt bald nach der Injection an in die Blutbahn tiber- 
zugehen, und zwar folgt faust das ganze injicirte Antitoxin 


diesem Wege. 


1) Blumenthal und Jacob. Berl. klin. Wochenschr., 1898, Nr. 40. 


Sicard, Comp. rend. d. 1. Société de Biologie, IS898, S. 1058. 
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Kine Erhéhung der normalen giftneutralisirenden bezw. 
giftbindenden Kraft der Substanz des Centralnervensystems 
lasst sich nach subarachnoidaler Injection von Antitoxin§ in 
vitro nicht nachweisen; nach Giftinjection dagegen zeigt sich 
die Nervsubstanz giftiger, als mit Riicksicht auf das mitein- 
geschlossene Blut zu erwarten wiire. 

Die Versuche unterstiitzen in kriftiger Weise die An- 
nahme, dass das Tetanustoxin im Centralnervensystem gebunden 
wird, sie deuten ferner darauf hin, dass sich diese Bindung 
etwas allmihlich vollzieht. 

Nach subarachnoidaler Injection gelingt es nicht, das 
ganze Gift wieder aufzufinden: ein Theil ist in der Cerebro- 
spinalfliissigkeit, ein anderer Theil ist in das Blut und in die 
Lymphe iibergegangen und ein Theil liisst sich im Central- 
nervensystem nachweisen, aber eine betriichtliche Menge ist 
verloren gegangen. Die Ergebnisse der Versuche stellen die 
Vermuthung nahe, dass dieses merkwiirdige Verschwinden, 
welches auch nach intravendser Injection beobachtet worden 
ist. wenigstens zum Theil auf ein Festmachen des Giftes von 
Seiten des Centralnervensystems zurtickzufiihren. ist. 

Nach intravendser bezw. subcutaner Injection tritt kein 
oder beinahe kein Gift) in’ der Cerebrospinalfliissigkeit aut 
(Hund), auch dann nicht, wenn die Giftmenge ein grésseres 
Multiplum der t6dthichen Minimaldosis war. 

Wenn das Blut einen sehr hohen Antitoxinwerth hat, 
<o wirkt auch die Cerebrospinalfliissigkeit antitoxisch, aber 
in viel kleinerem Maasse als das Blut. 

Vom physiologischen Standpunkt aus Ist es interessant, 
dass das Tetanusgift wie das Tetanusantitoxin nur in- sehr 
kleinem Maasse aus der Blutbahn in die Cerebrospinalfliissig- 
keit tibertritt, obschon beide schnell und in bedeutender Menge 
wus dem Blute in die Lymphe iibergehen. In umgekehrter 
hichtung, aus dem subarachnoidalen Raum in das Blut bezw. 

die Lymphe, ist der Strom ein lebhafter fiir beide Stoffe. 








Ueber das ,,Invertin’: der Hefe. 
Von 
E. Salkowski. 


Ans dem chem. Laboratorium des pathologischen Instituts zu Berlin.) 


(Der Redaction zugegangen am 3. November 1900.) 


Kinige Zeit nach meiner Publication tiber die Kohlehydrate 
der Hefe') dringte sich mir der Verdacht auf, dass das «Inver- 
tins, welches M. Barth?) vor langen Jahren unter meiner 
Leitung dargestellt und beschrieben hat, mit Kohlehydraten, 
namentlich Gummi, verunreinigt sein) modchte. Diese Ver- 
muthung griindete sich darauf, dass das Invertin im Wesent- 
lichen dureh Ausziehen der bei 105° erhitzten Hefe mit Wasser 
und Fiillung des Auszuges mit Alkohol dargestellt ist, das Hefe- 
gummi aber gleichfalls in Wasser loslich und durch Alkohol 
faillbar ist und durch Erhitzen auf 105° nicht unloslich wird. 

Meine Vermuthung bestiitigte sich in der That. Es stand 
inv noch eine kleine Probe des Originalpriiparates von Barth 
zur Verfiigung: als die wiisserige LOsung eines Theiles des- 
selben mit Fehling’ scher Loésung versetzt wurde, entstand 
der Charakteristische, beim Erwiirmen sich zusammenballende 
bliulich-weisse Niederschlag der Gummikupferverbindung. Der- 
selbe wurde nach dem Abgiessen der itiberstehenden Flussig- 
keit mit etwas Wasser abgespiilt, dann in einigen Tropfen 
Salzsiiure gel6st, die L6sung mit Alkohol absolutus versetzt; es 
entstand ein pulveriger, weisser Niederschlag, welcher abfiltrirt 
und mit Alkohol und Aether gewaschen wurde. Das erhaltene 


1) Ber. d. d. chem. Gesellsch., Bd. 27. 3. 492 und 3325, 1894 
2 Ber. d. d. chem. Gesellsch., Bd. 11, 5. 474, 1878. 
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feine weisse Pulver war N-frei und stimmte in seinen diusseren 
EKigenschaften und in seinem Verhalten zu Reagentien, soweit 
die kleine Quantitét die Anstellung von Reactionen  zuliess, 
mit Hefegummi tiberein. 

Dass diese Verunreinigung des «Invertins»> mit Gummi 
bezw. Kohlehvdraten von Barth und mir iibersehen worden 


ist, ist wohl verzeihlich, da im Jahre 1878 — in dieses Jahr 
faillt die Publication von Barth — so gut wie nichts von den 


Kohlehydraten der Hefe bekannt war!) und wir auch nicht 
durch besondere Erscheinungen auf die Vermuthung dieser 
Verunreinigune gefiihrt wurden, indessen hatte ich, da Barth 
damals unter meiner Leitung gearbeitet hat und die Darstellung 
des Invertins im Wesentlichen nach meinen Angaben erfolgt 
ist. natiirlich die Verptlichtung, auf den Gehalt des «Invertins >» 
an Gummi aufmerksam zu machen. Die Verzogerung, die in 
dieser Hinsicht eingetreten ist, erklirt sich daraus, dass ich 
selbstverstiindlich den Befund nicht veréffentlichen wollte, ohne 
selbst neue Darstellung von «Invertin» gemacht und mich von 
der Constanz des Gummigehaltes tiberzeugt zu haben. Bet der 
Beschiiftigang mit dem Gegenstand driingten sich mir noch 
andere Fragen auf, die ich nicht ganz unberiicksichtigt lassen 
konnte und deren Verfolgung viel Zeit in’ Ansprach nahm. 
Meine beziiglichen Beobachtungen sind nun ber Weitem noch 
nicht abeeschlossen und ich wiirde mit der Mitthetlung der- 
selben auch noch zuriickhalten, wenn nicht die neuesten Pub- 
licationen von Osborne?) und Koélle§) die Frage nach = der 
Natur des Invertins in falsche Bahnen zu driingen drohten. 


1) Die Arbeit von Naegeli und LOw, in welcher die Autoren 
«Pilzschleim» als das Kohlehydrat der Hefe beschreiben, erschien in 
demselben Jahre, jedoch etwas spiiter. Ausserdem heisst es daselbst 
(Annal. der Chem. und Pharm., Bd. 193, S. 324): «Der Pilzschleim ist l6s- 
lich in heissem Wasser, fast unléslich in kaltem» und Naegeli spricht 
sich dahin aus, dass derselbe erst aus der Zellmembran beim Kochen 
mit Wasser entstehe. es wiire also unter keinen Umstiinden eine Ver- 
unreinigung des «<Invertins» mit demselben zu vermuthen gewesen, auch 
wenn die Arbeit von Naegeli und LOw schon vorgelegen hatte. 

2) Diese Zeitschr. Bd. XXVIIL S. B99. 

3) Diese Zeitschr. Bd. XXIX, S. 428. 
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Die Darstellung des Invertins geschah im Wesentlichen 
nach dem von Barth beschriebenen Verfahren, nur mit den 
Abweichungen, welche durch die inzwischen erfolgte Ver- 
besserung der technischen Hiilfsmittel und durch die gréssere 
persOnliche Erfahrung in der Darstellung derartiger Substanzen 
geboten waren. 

D900 g beste, fast vollkommen amylumfreie Presshete 
wurde dureh Ausbreiten in grossen Porzellanschaalen oder auf 
Blechen oder Papierunterlagen bei Zimmertemperatur  ge- 
trocknet, bis sie sich gut verreiben liess. Das lufttrockne 
Pulver zuerst bei 40° weiter getrocknet, dann 6 Stunden lang auf 
105——110° erhitzt, fein gemahlen und mit Wasser zu einem 
diinnen Bret angerithrt, welcher 20—2%4 Stunden stehen  blieb. 
Derselbe wurde dann mit der Nutsche abgesaugt, das gelblich 
vefiirbte Filtrat in das 4—)5fache Volumen Alkohol von 90—93°/» 
eingegossen, am nichsten Tage abfiltrirt und mit Alkohol ab- 
solutus gewaschen, der Filterriickstand einen Tag unter Aether 
vebracht, wiederum abgesaugt und in der Reibschaale trocken 
gerieben. Das ganz trockene Pulver wurde in der Reibschaale 
mit Wasser verrieben, nach kurzem Stehen filtrirt — der Fil- 
terriickstand besteht groésstentheils aus Eiweisskorpern -—, das 
iltrat in das mehrfache Volumen Alkohol absolut. gegossen und 
ebenso verfahren, wie oben angegeben. Durch Trockenreiben der 
iitherfeuchten Substanz in einer Reibschaale wird das «Invertin 
in Form eines weissen oder ganz leicht gelblich-weissen, iiusserst 
feinen staubigen Pulvers erhalten, welches, wie so viele sehr 
leinpulvrige organische Substanzen, beim Reiben die bekannten 
elektrischen Erscheinungen zeigt, die das Einfiillen in Gliser 
und Ausschiitten aus ROhrchen fiir die quantitativen Bestimm- 
ingen so sehr erschweren. !) 

Es wurden 4 derartige Darstellungen gemacht, nur mil 
einer kleinen Abweichung bei der ersten Darstellung, welche 


1) Da es sich spiiter herausstellte (siehe weiter unten), dass das 
invertirende Enzym gegen Alkohol weit empfindlicher ist, als ich annahm, 
so wirde es sich empfehlen, die Berithrung mit dem Alkohol méglichst 
abzukiirzen, freilich fragt es sich, ob es dann in gleichem Maasse 
“elingen wird, das Eiweiss aus dem Priiparat auszuschliessen. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XXXI. 20) 
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sich indessen als unzweckmiissig und fehlerhaft erwies. Es 
wurde niimlich dieses Mal der Versuch gemacht, die Hefe, 
gut vertheilt, sofort bei 35° zu trocknen. Dabei trat aber 
augenscheinlich Zersetzung unter Ammoniakentwicklung ein. 
Aus dieser nicht ganz fehlerfreien Darstellung stammt Pri- 
parat I. Das Ergebniss der zweiten und dritten Darstellung 
wurde zu Priiparat Il vereinigt, die vierte Darstellung ergab 
das Priiparat III. Ueber die Ausbeute bei I finde ich keine 
Notiz, Priiparat IT wog lufttrocken ca. 4'/2 g, ebensoviel Prii- 
parat Il, trotzdem fiir I] 1 Kilo, fiir WI nur '/2 Kilo zur Dar- 
stellung verwendet worden war. Der Unterschied der Gewichte 
erklirt sich durch die Zusammensetzung der Priiparate (siehe 
weiter unten). 

Beziiglich der Wirksamkeit der Priiparate habe ich mich 
auf qualitative Versuche beschriinkt, da Barth ausfiihrliche 
Angaben itiber die Wirksamkeit seiner nach dem gleichen oder 
fast gleichen Verfahren dargestellten Priiparate gemacht hat. 
Nach den qualitativen Priifungen entsprach die Wirksamkeit 
doch nicht dem, was man von einem rein dargestellten «Ferment 
eegeniiber der Wirksamkeit der zur Darstellung verwendeten 
wiisserigen Ausziige erwarten musste: auch andere Beobachter 
haben schon beziiglich des Invertins diesen Kindruck erhalten. 
Das Verfahren bedingt jedenfalls eine bedeutende Schadigung 
des Fermentes. 

Siimmetliche Priiparate erwiesen = sich als gummihaltig, 
auffallender Weise aber in’ sehr verschiedenem Grade. Es 
schien mir wiinschenswerth, zunichst den Gehalt der Priiparate 
an Gummi zu bestimmen und dann dieses selbst niher zu 
charakterisiren. Zur Bestimmung diente die Fiillung als 
Gummikupfernatronverbindung und T[solirung des Gummis aus 
dieser. Von der Brauchbarkeit des Verfahrens habe ich 
mich sehon vor lingerer Zeit in Versuchen iiber die Quan- 
titiit des Gummis in der Hefe bei verschiedenen Zustiinden 
derselben iiberzeugt, es soll tiber diese spiiter im Zusammen- 
hang berichtet werden. Die Einzelheiten des  Verfahrens 
gehen aus der Beschreibung des bei Priiparat I eingehaltenen 
Vorgehens hervor. 


eh waar eho aaa 
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Invertinpraparat I. 

0.4359 © lufttrockenes Invertin = 0,3363 g1) asche- und wasserfrei 
wurden aus einem Wigerédhrchen auf etwa 100 ccm. destillirtes Wasser 
ausgeschittet, welches sich in einem Becherglas befand, und zwar so, 
dass das Pulver méglichst auf der Oberfliiche des Wassers schwimmend 
vertheilt war, dann einige Stunden stehen gelassen, dann auf dem 
Wasserbad erwirmt, die Lésung der Substanz, welche nur zégernd 
erfolgt, durch Umriihren mit einem mit Gummi armirten Glasstab  be- 
fordert, schliesslich einige Tropfen Natronlauge hinzugesetzt. Dabei 
schied sich eine geringe Quantitiit eines flockigen Niederschlages 
augenscheinlich Caleciumphosphat — aus, welcher in der Fliissigkeit be- 
lassen wurde, da er die Gummibestimmung nicht stort. 

Die erkaltete Lésung wurde mit 20 cem. Fehling’scher Lésung 
versetzt und gelind erwirmt, wobei sich ein dicker, weiss-bliiulicher, 
allmihlich sich zusammenballender Niederschlag ausschied. Sobald 
derselbe sich abgesetzt hatte, wurde die tiberstehende Fliissigkeit in ein 
Becherglas abgegossen, wobei einige Fléckchen des Niederschlages mit- 
vingen, dann mit wenig Wasser abgespiilt, das Spiilwasser in dasselbe 
Recherglas gegossen; die vereinigten Fliissigkeiten — etwa 200 ccm. — 
blieben bis zum niachsten Tage stehen. Die Gummikupferverbindung 
wurde in wenigen Tropfen Salzsiiure gelést die Lésung erfolgte 
spielend leicht —, dann sofort 100—150 cem. Alkohol absolutus hinzu- 
vefiigt: es entstand eine milchige Fliissigkeit. Da die Ausscheidung des 
Gummis zOgerte, wurde mit der Pipette ein Tropfen 10°/cige Kochsalz- 
losung hinzugesetzt: es entstand sofort ein dicker, weisser Niederschlag, 
welcher bis zum niichsten Tage unter Alkohol stehen blieb. Aus der 
abgegossenen blauen Lésung, mit welcher die Spiilwasser vereinigt worden 
waren, hatten sich bis zum niichsten Tage einige wenige Fléckchen 
abgesetzt, aus welchen gleichfalls in der beschriebenen Weise das 
Gummi zur Ausscheidung gebracht und sofort mit der Hauptquantitit 
vereinigt wurde. Diese zweite Quantitiit war ibrigens so minimal, 
dass sie auch ohne merklichen Fehler hitte vernachliissigt werden 
kOnnen. 

Das Gummi wurde auf einem getrockneten, gewogenen Filter ge- 
sammelt, sorgfaltig mit Alkohol und Aether gewaschen, dann bei 110—115° 
bis zur Gewichtsconstanz getrocknet und gewogen. 


Es wurden erhalten 0,1798 g — 53,47 °/o der Reinsubstanz 
des Invertinpriparates. 


1) 0.3194 ¢ verloren bei anhaltendem Trocknen 0,0342 g Wasser 

= 10,71°o und hinterliessen 0,0388 g Asche = 12,15 °/o der wasserhaltigen 

oder 13,07°o der wasserfreien Substanz. Der Gehalt des Infttrockenen 
Praparates an <Reinsubstanz» betrug 77,14%). 


20* 
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Invertinpraparat I. 

Da die Quantitiit des Gummis sich fiir die Bestimmung 
bei Praparat | unbequem gross erwiesen hatte, wurde, in der 
Erwartung, dass der Gummigehalt ungefiihr ebenso gross sein 
wurde, weniger Substanz genommen. 

O,2740 g—0,185% g asche- und wasserfreie Substanz!) 
lieferte O,OSL8 g Gummi = 17,17 °%/o. 

Die Ausscheidung der Gummikupferverbindung  erfolgte 
in diesem Falle nicht sofort, sondern allmiéhlich, was bei der 
ceringen Concentration des Gummis in der LOsung (etwa 1:3140) 
erkliirlich ist. 


Invertinpraparat III. 

1) 0,2218 g—0,1866 g?) asche- und wassertreie Substanz 
lieferte O,1208 g Gummi = 64,88 °/o. 

2) 0.1724 g bei 115° getrocknete aschehaltige Substanz 
=QO1591 ¢ aschefreie Substanz lieferte 0,1046 g¢ Gummi?) = 
65.71° 0, Mittel aus beiden Bestimmungen 65.3°/0. 

Die 3 untersuchten Invertinpraéparate enthielten also 
Gummi in sehr wechselnder Quantitiit: Nr. 1 53,47°/o0, Nr. 2 
17,.17°%/0, Nr. 83 im Mittel 65.5° 0. Der hohe Gummigehalt des 


1) O3948 © Substanz verloren bei anhaltendem Trocknen 0.0266 ¢ 
Wasser == 6,75" 0 und hinterliessen O.1009 ¢ Asche = 25.58 °o der luft- 
trockenen oder 24.73%. der wasserfreien Substanz. Der Gehalt der 
lufttrockenen Substanz an Reinsubstanz betrug somit 67,67°%o. Da der 
Aschengehalt auffallend hoch erschien, wurde noch eine zweite Aschen- 
bestimmung ausgefiihrt. welche indessen fast dasselbe ergab. O,2186 ¢ 
lufttrockene Substanz heferte 0.0550 @ Asche = 25,25 ° o. 

2) O.378+ ¢ verloren bet anhalftendem Trocknen 0,0326 ¢ Wasser 

-8.88" 0 und hinterliessen 0,0264 g Asche =6.98°o der wasserhalltigen 
oder 7,66°o der wasserfreien Substanz. Der Gehalt der lufttrockenen 
Substanz an «Reinsubstanz» betrug somit 85,44" 0. 

3) In diesem Falle ist eine Correctur angebracht. Beim Abfiltriren 
des Guinmis fiel mir auf, dass die letzten Antheile desselben eine kérnige 
Beschaffenheit hatten. Ich vermuthete, dass der Alkohol Chlornatrium 
ausgefillt haben kénnte. und veraschte deshalb das erhaltene Gummi. 
Wasselbe hinterliess 0,0088 g¢ geschmolzene Asche, welche, von dem Ge- 


wicht des Rohgummis =0.1134 g abgezogen, obige 0,1046 g gaben. Es 


wird zweckmiissig sein, die Veraschung in jedem Falle auszufitihren. 




















Priiparates II] gegeniiber dem relativ niedrigen in Il erkliirt 
nun auch, warum die Ausbeute bei II] doppelt so hoch war, 
wie in II; das Plus ist nichts Anderes wie Gummi. 

Eine bestimmte Erklirung dafiir, warum in dem einen 
Kalle soviel mehr Gummi in LOsung gegangen ist, wie in dem 
anderen, also ein soviel gummireicheres Priparat erhalten ist, 
vermag ich nicht zu geben, man kann sich aber wohl vor- 
stellen, dass die Quantitiit des Gummis in der Hefe  vielleicht 
nach den Einzelheiten der Fabrikation oder nach dem Alter 
der Hefe wechselt und dass dementsprechend Wasser von 
Zimmertemperatur wechselnde Quantitaéten von Gummi auf- 
nimmt. Moédglicher Weise sind auch geringe Abweichungen 
bei der Darstellung — liingere oder kiirzere Zeit der Maceration 
des Hefepulvers mit Wasser — von Einfluss auf den Gummi- 
sehalt. 

Ks bleibt nun noch tibrig, den Beweis zu fiihren, dass 
das gefundene Kohlehydrat in der That Hefegummi ist. Der 
Beweis hegt in Folgendem: Siimmtliche gewogenen Nieder- 
schliige erwiesen sich, mit der Lassaigne schen Probe unter 
Anwendung von Kalium auf Stickstoff geprift, als stickstofffrei: 
nach Lage der Dinge konnte es sich also nur um ein Kohle- 
hydrat handeln. Von loslichen Kohlehydraten ist) ausser 
dem Gummi in der Hefe nur noch Glycogen nachzuweisen, 
welches ich tibrigens, entgegen der gewohnlichen Annahme, 
nicht fiir identisch mit dem thierischen Glycogen halte. Die 
wiisserige LOsung des Invertins gibt keine Jodreaction, wie 
auch nicht anders zu erwarten war, da man aus der Hele 
Glycogen» nur durch Erhitzen mit Wasser erhalt. Zudem 
ist Glycogen nicht durch Fehling sche Lésung fiallbar und die 
Art der Jsolirung des Kohlehydrats schliesst eigentlich jedes 
andere Kohlehydrat aus. Mit Riicksicht auf die Angaben von 
Kélle (1. ¢.) tiber die Bildung von Mannose aus seinem Invertin 
hielt ich es aber doch fiir wiinschenswerth, den Nachweis des 
Gummis auch nach dieser Richtung hin zu liefern. 

Ich muss hierbei etwas weiter ausholen. Von dem Hefe- 
gummi, tiber welches ich zuerst in du Bois-Reymond’s Arch. 
{. Physiol, 1890, S. 455, Angaben machte, theilte ich in den 
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Ber. d. d. chem. Gesellsch., Bd. 27, 1894, 8. 501 mit, dass 
es durch Siiuren in einen giihrungsfiihigen, schwach rechts- 
drehenden Zucker tibergeht. Es zeigte sich dann, dass un- 


} 


abhingig von mir auch Hessenland!) den Korper schon 
1892 in Hiinden gehabt hat, wenn auch wohl nicht so rein, 
da er nicht die Fiéllung mit Fehling scher Losung angewendet 
hat und das Gummi nach seiner Darstellung wohl mit Glycogen 
verunreinigt sein konnte. Seine Angaben waren mir in Folge 
des Ortes der Publication ebenso entgangen, wie ihm die 
meinigen aus dem Jahre 1890. Hessenland hat auch den 
bei der Hydrolyse des Gummis entstehenden Zucker schon 
untersucht und gefunden, dass er aus eimem Gemisch von 
d-Mannose mit wenig Dextrose besteht. 

Da hier im Hinblick auf die Angaben von K6lle nur 
die d-Mannose von Interesse war, so habe ich mich darauf 
beschriinkt, za untersuchen, ob diese leicht aus dem = Hefe- 
gummi und dem aus dem <Invertin» isolirten Kohlehydrat zu 
erhalten ist. 

Ca. 4 @ lufttrockenes Hefegummi, nach dem friiher von 
mir (l. ¢.) beschriebenen Verfahren aus Presshefe dargestellt, 
wurden mit 300° cem. 5°/oiger Schwefelsiure (15 ¢ mit Wasser 
auf 300 com. gebracht) in einem Kolben 6 Stunden im Wasser- 
bad (der Kolben in dieses versenkt) erhitzt, von Zeit zu Zeil 
das verdampfte Wasser ersetzt. Ab und zu wurden Proben 
der Fliissigkeit durch Neutralisation mit Natronlauge und Zusatz 
von Fehling’scher L6sung auf Gehalt an Gummi gepriift: nach 
der angegebenen Zeit) fiel die Gummireaction negativ aus. 
Die Flissigkeit wurde nun mit heisser Barytlbsung (aus um- 
krvstallisirtem Aetzbaryt) nahezu, dann mit Baryumcarbonat 
vollends neutralisirt, vom Baryumsulfat  abfiltrirt, die klare 
farblose L6sung in einer grossen Schaale bei gelinder Tempe- 
ratur auf dem schwach erhitzten Wasserbad eingedampft, von 
etwas ausgeschiedenen Baryumcarbonat abfiltrirt und, nachdem 
eine Probe zur Anstellung von Zuckerreactionen abgenommen 
war, die noch etwas eingeengte abgekiihlte L6sung mit einigen 


1, Zeitschrift des Vereins fiir Riibenzuckerindustrie, Bd. 42, 5S. 671. 
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eem. Phenylhydrazin, in 30°/oiger Essigsiure bis zur schwach 
sauren Reaction gelést, versetzt. Beim Umriihren erstarrte die 
Fliissigkeit zu einem diinnen Brei von Krystallen, welche ab- 
filtrirt, ausgewaschen und einmal aus Alkohol umkrystallisirt 
wurden. 

Zur Identificirung des in kleinen, schwach = gefiirbten 
Krystallen erhaltenen Mannosehydrazons wurde an der itiber 
Schwefelsiiure getrockneten Substanz eine N-Bestimmung nach 
Dumas ausgefihrt.?) 

0,1682 ¢ gaben 15.5 cem. N bet 21° und 755 mm. Bb. 

Daraus berechnen sich 0.0175 g N= 10,40° 0. 

Mannosehydrazon erfordert 10,37° 0. 

Ms wurden nun die Reste der bei den Untersuchungen 
der Invertinpriiparate auf Gummi erhaltenen Substanzen_ ver- 
einigt, dann noch aus ca, 1 g des Priiparates Hl Gummi 
dargestellt und mitverarbeitet, im Ganzen betrug die Quantitit 
Q.7—O,8 g. Die Substanz wurde mit 150) cem. 5°%/oiger 
Schwefelsiure in der angegebenen Weise behandelt. Die er- 
haltene eingedampfte Losung gab mit essigsaurem Phenyl- 
hydrazin sofort das charakteristische Hydrazon vomSchmelzpunkt 
199° nach einmaligem Umkrystallisiren aus Alkohol. Zum 
Ueberfluss wurde noch die N-Bestimmung ausgefiihrt. 

QO,1905 g gaben 17,0 com. N bei 16° und 769 mm. Bar. 

Daraus berechnet sich N = 0,0200 g == 10,50°/o, er- 
fordert 10.37 °/o. 

Ks steht also fest, dass das nach dem Barth’schen bezw. 
meinem Verfahren dargestellte Invertin mit Hefegummi ver- 
unreinigt ist. 

Angesichts dieser Thatsache gewinnt nun die Angabe 
von Koélle, dass er durch Behandlung seines lavertins mit 
Sauren Mannose erhaiten habe, eine ganz andere Bedeutung. 
Ks ist nicht daran zu zweifeln, dass auch die von Osborne 
und Kolle erhaltenen Invertinpriiparate mit Gummi verun- 
reinigt gewesen sind, und sehr erkliirlich, da diese Priiparate 
im Wesentlichen nach demselben Verfahren dargestellt sind. 


1) Die Elementaranalysen sind, ebenso wie die des Invertins, von 
dem Assistenten des Laboratoriums, Herrn Dr. ©. Neuberg, ausgefiihrt. 














jedenfalls keine Operation vorgenommen ist, durch welche das 
von vornherein vorhandene Gummi beseitigt wird. Die Dialyse 
ist, wie ich mich an Hefegummilésung tiberzeugt habe, nicht 
im Stande, diesen Effect zu leisten. Der Gehalt an Gummi 
ist vielleicht sogar in seinen Priiparaten noch grosser gewesen, 
wie in den meinigen, weil Osborne (1. ¢., 5. 408) die vorher 
mit Alkohol verriebene, dann wieder modglichst von Alkoho! 
hbefreite: Presshefe 6 Tage bei 30-——35° mit Chloroformwasser 
stehen liess.  Dadurch musste nattirlich die Auslaugung des 
Gaummis aus der Hefe ausserordentlich befordert werden. 
Ausserdem enthilt der so erhaltene Auszug, wie ich mich tibder- 
zeugt habe, auch reichlich die Spaltungsprodukte des Ei- 
weisses und Nucleins, doch scheinen dieselben keine Verun- 
reinigung des stark gummihaltigen «Invertins» zu bewirken. 

[ch bin tiberzeugt: wenn Osborne und Kolle thre Prii- 
parate durch Versetzen der Losung mit Fehling scher Losung 
und Zugabe von ein wenig Natronlauge priifen wollen, werden 
sie sich von der Gegenwart von Gummi in denselben leicht 
liberzeugen konnen. Es handelt sich also in den Versuchen 
von Koélle nicht um aus dem Molekiil des Invertins abge- 
spaltene Mannose, diese entspricht vielmehr dem Gummi, durch 
welches sein Invertin verunreinigt war. 

Osborne!) selbst wirft schon die Frage auf, ob seinem 
Invertin nicht vielleicht ein Kohlehydrat beigemischt sein konnte, 
erledigt sie aber durch die Gegenfrage, warum denn die von 
ihm dargestellte Substanz durchaus ein Gemenge sein miisse, und 
nicht vielmehr selbst das gesuchte Ferment, und als solches 
gleichzeitig stickstoffhaltig und kohlehydrathaltig sein konne. 
Kr erinnert dabei an das Chitin und Hyalin, deren procentische 
Zusummensetzung er vergleichend mit der seines Invertins 
zusammenstellt, und sieht, wie es scheint, eine gewisse Stutze 
fiir seine Anschauung in dem Verhalten seiner Substanz beim 
Krhitzen mit Siiuren. Seine Entscheidung in der Frage ist 
um so auffallender, als Wroblewsky?) schon angegeben hat, 
dass ein von ihm = untersuchtes Invertinpriparat von Merck 


t) i. 2. &. 2a. 


2) Ber. d. d. chem. Gesellsch., Bd. 31, 5. 1134. 




















betrichtliche Mengen eines Kohlehydrates enthilt, wenn er auch 
die Natur dieses Kohlehydrates nicht erkannt hat, es vielmehr 
fiir von allen Kohlehydraten verschieden hilt. Nach den An- 
gaben von Wroblewsky ist kein Zweitel, dass er Hefegummi 
in Hiinden gehabt hat. Dafiir spricht ganz besonders, dass 
sein Kohlehydrat keine Jodreaction gab, sich rechtsdrehend 
erwies, «nach der Inversion aber nur noch eine ganz geringe 
Rechtsdrehung vorhanden war». Alles dieses entspricht genau 
dem Verhalten des Hefegummis (Mannose ist’ bekanntlich 
schwach rechtsdrehend.) Hiitte Wroblewsky meine Arbeit 
iiber die Kohlehydrate der Hefe in den Berichten der deutschen 
chemischen Gesellschaft nachgeschlagen, so wiirde er tiber die 
Natur seines Kohlehydrates wohl nicht im Zweifel geblieben sein. 

Die noch vorhandenen Reste meiner Invertinpriparate 
habe ich zu eimigen orientirenden Versuchen itiber die Natur 
der ausser dem Gummi noch darin enthaltenen organischen 
Substanz benutzt. Ich driicke mich absichtlich so aus und 
nicht des «Invertins», die Griinde dafiir werden aus der spi- 
teren Ausfiihrung hervorgehen. 

1. Barth hat sich schon mit Bestimmtheit dahin  aus- 
gesprochen, dass das Invertin kein Eiweisskorper ist, Osborne 
ist derselben Ansicht, und ich muss beiden Autoren unbedingt 
beistimmen: das Invertin ist kein EiweisskOrper, auch nich 
im weitesten Sinn des Wortes, Wroblewsky ist mit seiner 
eegentheiligen Ansicht durchaus im Unrecht. 

Meine Invertinpriiparate gaben, in Substanz angewendet — 
kleine Messerspitzen --, die Farbenreactionen der Eiweisskoper : 
Aanthoprotein-Reaction, Adamkiewieecz's, Millon’s, Lieber- 


mann 's Reaction entweder gar nicht oder — ich mdchte 
sagen — so schattenhaft, dass von vornherein kein Zweifel 


sein. konnte, dass sie auf eine Verunreinigung mit Eiweiss 
zuriickzufiihren seien. Alle 3 Priiparate verhielten sich gleich : 
dass in der That noch Spuren von Eiweiss vorhanden waren, 
liess sich leicht zeigen. 

1 g des bei 105° bis zur Gewichtsconstanz getrockneten 
Priparates I wurde in 100 ccm. Wasser gelist: dabei blieb 
eine geringe Quantitit schleimiger Kliimpchen ungelést, welche 
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sich auch beim Erhitzen der Losung bis zum = Sieden nicht 
losten, die Losung wurde filtrirt, der Riickstand vom Filter in 
ein Becherglas gespritzt und in diesem durch Decantiren sorg- 
fiiltig gewaschen. Die Substanz gab so in feuchtem Zustande 
intensive Millon’sche und Xanthoprotein-Reaction, sie ldste 
sich in schwacher Natronlauge, auf Zusatz von Essigsiture zu 
dieser Losung entstand eine feinflockige Fiillung. Darnach 
unterliegt es keinem Zweifel, dass das Invertin | mit Eiweiss 
verunreinigl war.  Dasselbe wurde auch an einer” kleinen 
Quantitit des Priiparates IT festgestellt. 

Beziiglich der Reactionen der trockenen Substanz ist noch 
nachzuholen. dass dieselbe beim Erhitzen im Réhrchen reich- 
lich Pyrrol entwickelte und Spuren von Schwefelwasserstoff. 
Die Pyrrolreaction ist so stark, dass sie sicher nicht auf die 
Verunreinigung mit Eiweiss zuriickgefiihrt werden kann, sondern 
der Substanz selbst zukommt. 

Beziiglch der Reactionen der nicht ganz 1°/o1igen Losune 
(siehe oben) kann ich mich kurz fassen, sie stimmten im Wesent- 
lichen mit den Angaben Osborne’s tiberein. Abweichend war 
Folgendes: 1. die Biuretreaction fiel bel mir ganz negativ aus, 
2. Kupfersulfat und -acetat bewirkte keine Fallung oder Triibung, 
3. Bleiacetat und Bleisubacetat bewirkte in der angegebenen 
Losung eine leichte Triibung, in einer LOsung unbekannter Con- 
centration aus dem Priiparat I eine weit stiirkere. Es ist wohl 
moglich, dass die beigemischten phosphorsauren Salze an der 
Bildung des Niederschlages betheiligt sind, 4. Briiecke’sches 
Reagens -- Salzsiiure bewirkte starke Opalescenz, indessen 
setzte sich auch bei tagelangem Stehen kein Niederschlag ab. 

2. Die Elementarzusammensetzung. — Barth, Osborne 
und KOlle haben ihre Priiparate analysirt und folgende Zahlen 
erhalten: 








GC | H N 

| 
Barth im Mittel...) 4444 8,4 595 
Osborne!)....... | 44,69 6.51 6.10 
— we f 43,9 bis 6,45 bis 8.32 bis 
Roem eee \| 45.65 7.34 861 2) 


1) Fir das durch Dialyse gereinigte Invertin im Mittel. 
2) Hinsichtlich des N-Gehaltes spricht Kélle selbst Zweifel aus. 


ee 
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Da es als sicher anzunehmen ist, dass alle analysirten Pri- 
parate Gummi enthielten, und zwar in unbekannter Quantitiit, 
so sind die Zahlen nicht direct verwerthbar, indessen kodnnte 
man doch an eine Umrechnung denken, wenn sich der N- 
Gehalt der gummifreien Substanz sicher ermitteln liesse. 
Daraus muss sich natiirlich der Gummigehalt der analysirten 
Substanz ableiten lassen. 

Die Elementaranalyse meines Priiparates II ergab folgende 
Werthe : 

1. O1W588 ¢@ der bei 105° getrockneten Substanz 

- 011523 ¢ Reinsubstanz) gaben mit chromsaurem Blei und 

vorgelegtem metallischen Kupfer im offenen Rohr verbrannt: 
0.2271 CO, und 0,0888 H,0: 

2. O1560 g (= 0.1132 ¢ Reinsubstanz) gaben 0,2247 
CO, und 0,0870 H,0: 

3. 0,1633 ¢ (= O,1185 g Reinsubstanz) gaben 8,9 cem. N 
hei 21° und 756 mm. Bar.: 

4. O,1863 g (= 0,1351 g Reinsubstanz) gaben 9,8 com. N 
bei 20° und 757 mm. Bar. 
Daraus berechnet sich in Procenten: 


I, IT. IIT. IV. 
C 3,7) D413 
N $.56 854 — 
H — : S.DD 8,26 


Im Mittel C 53,94°/o, H 853° 0, N 8.4L" 0. 

Da der Gehalt des analysirten Priiparates an Gummi be- 
kannt ist (= 17,17°/o) und andererseits die Zusammensetzung 
des Hefegummis (C 42,11°/o, H 6,43°/01), so lisst sich die 
Zusammensetzung des gummifrei gedachten Priiparates leicht 
berechnen. Sie ergibt sich zu: 

C. 56,4090, H 8,99°%/o, N 10,150. 

Selbstverstiindlich hat diese Angabe der Zusammen- 
setzung, als auf einer indirekten Analyse beruhend und des 
hohen Aschegehaltes wegen, nur den Werth einer gewissen 
Anniiherung. Es ist klar, dass von irgend einer Ueberein- 
stimmung in der Zusammensetzung meines Priiparates IH und 


1) Ber. d. d. chem. Gesellsch.. Bd. 27, S. 492. 
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der Praparate der genannten Autoren, gummifrei berechnet, 
nicht die Rede sein kann, die Miihe der genaueren Berech- 
nung glaubte ich mir ersparen zu konnen. 

Die Analyse des bei 105—110° getrockneten Praparates II 


ergab folgende Werthe: 


1. 02103 ¢ (= 0,1942 g Reinsubstanz) gaben 0.5440 
CO, und 0.1496 g HO: 


2. OD87 g (— 0,1466 g Reinsubstanz) gaben 7,5 com. N 


her 17° und 760 mm. Bar.: 
3. 0.1562 g (= 0,1442 g 


her 17° und 760 mm. Bar. 


Reinsubstanz) gaben 7,4 ccm. N 


“= 


Hieraus berechnet sich: 


$ AS 3 = 
H 8.8 — 
N a.70 D,96 


Die Substanz enthielt im Mittel von zwei nahe aneinander- 
liegenden Bestimmungen 65,30°'0 Gummi. Daraus berechnet 
sich fiir die gummifreie Substanz die Zusammensetzung in 
Procenten: 

C. 59,99, H 12,54, N 16,86. 

Wie diese Differenzen in meinen eigenen Priaparaten! 
und zu denen der friiheren Untersucher zu erkliiren seien, is! 
einstweilen nicht zu sagen, jedenfalls geht aus den Ergebnissen 
hervor, dass man die Tlusion, auf einem = einfachen Wege zu 
einer einheitlichen Substanz zu gelangen, aufgeben muss: nach 
unseren jetzigen Kenntnissen tiber die complicirte Zusammen- 


setzung des Zellinhaltes tberhaupt und — worauf ich weiter 
unten noch zuriickkomme — der Hefezellen im Besonderen. 


war dieses auch von vornherein hochst unwahrscheinlich. 
Khe man aber an Trennungen innerhalb des stickstoffhaltigen 
Atomecomplexes denken kann, muss man erst einmal diesen 
frei von accessorischen Aschebestandtheilen und frei von Gummi 


1) Méglicher Weise beruht sie darauf, dass der Gummigehalt in 
Praparat Il in Folge der starken Verdiinnung bei der Analyse (circa 
[: 3140, siehe oben 5. 310) zu niedrig gefunden ist; leider konnte ich 
diese Vermuthung nicht priifen, da ich nichts mehr von dem Praparat 


besass. 








in Hiinden haben. Was das Freisein von Asche betrifft, so 
hat Osborne es durch sein Dialyseverfahren im Wesentlichen 
erreicht, und es wird schwerlich einen besseren Weg dazu 
geben. Die Trennung vom Gummi wird voraussichtlich gréssere 
Schwierigkeiten machen. Es liegt sehr nahe, zu versuchen, ob 
man nicht an Stelle des Wassers, welches so reichlich Gummi 
lost, andere Extractionsmittel fiir das erhitzte Hefepulver an- 
wenden kénnte. Dieser Weg scheint aber wenig aussichtsvoll 
zu sein. Ich habe als Extractionsmittel Glycerin und alkohol- 
haltiges Wasser (1 Theil Alkohol, 2—3 ‘Theile Wasser) be- 
nutzt, und zwar stets im Verhiltniss von 10 ¢ Hefepulver auf 
[00 cem. des Extractionsmittels und stets im Thermostaten 
hei 40° 24—48 Stunden lang. Was das Glycerin betrifft, so 
zeigte es sich, dass Glycerin von 1,25 D allerdings so gut wie 
nichts von Gummi loste, aber auch fast nichts von Ferment, 
verdiinntes Glycerin (4 Vol. Glycerin, 1 Vol. Wasser) mehr 
Ferment auszog, aber auch reichlich Gummi. 

Die Ausziige mit alkoholhaltigem Wasser erwiesen sich 
‘iusserst gummiarm, aber giinzlich wirkungslos. Die Unwirk- 
sumkeit’ kann entweder davon abhiingen, dass das Enzym 
nicht in Losung geht, oder davon, dass der Alkohol selbst 
in dieser Verdtinnunge bei 40° zerst6rend auf das Ferment ein- 
wirkt. Die Entsecheidung war sehr einfach. Von einem sehr 
energisch wirkenden Auszug aus erhitzter Hefe wurden zwei 
eleiche Antheile abgemessen, der eine mit '/3 bis ‘/2 des 
Volumens Alkohol versetzt, der andere mil ebensoviel Wasser, 
die Proben im Thermostaten aufbewahrt. Nach 24 Stunden 
erwies sich die mit Wasser versetzte Probe sehr energisch 
wirksam, die alkoholhaltige vOllig unwirksam. Der Alkohol 
wirkt also auf das invertirende Ferment weit stiirker ein, als 
man im Allgemeinen anzunehmen pflegt. Ich glaube nicht, 
diss andere Extractionsmittel weiter fiihren werden. 

Ks bleibt also nur die Anwendung von Trennungsmitteln 
in der gemeinsamen Lésung von Ferment und Gummi oder 
die Behandlung der fertigen Priiparate mit Loésungsmitteln 
librig. In dieser Beziehung habe ich Folgendes festgestellt: 

a) Die so vielfach mit Erfolg benutzte Anwendung von 
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Neutralsalzen erwies sich als ganzlich erfolglos. Chlornatrium, 
Magnesiumsulfat, Ammonsulfat bewirkten, in wisserigen Hefe- 
anszug bis zur Siittigung eingetragen, tiberhaupt keine Fiillung. 

b) Die fractionirte Fiillung mit Alkohol. Eine ca. 1°/oige 
Losung des Priiparats II] wurde mit dem gleichen Volumen 
Alkohol absolutus versetzt. Der relativ reichlich entstehende 
Niederschlag besteht tiberwiegend aus Gummi. Das Filtrat 
wird mit dem gleichen Volumen Alkohol versetzt, der spirliche 
Niederschlag enthielt nur sehr wenig Gummi. Das alkoholische 
iltrat vom zweiten Niederschlag hinterliess tibrigens tber- 
raschender Weise beim Verdunsten ein wenig eines fettigen, 
nicht P-haltigen Riickstandes, was um so auffallender ist, als 
das Priiparat aus der wiisserigen Lésung mit Alkohol aus- 
gefillt und gut mit Aether gewaschen war. Der Gehalt an 
fettartiger Substanz, wenn er auch nur gering war, muss 
natiirlich den Gehalt) der Substanz an C und H in die Hohe 
treiben. 

¢) Die Behandlung mit Eisessig, bei welcher man von 
vornherein darauf verzichtet, ein wirksames Praparat zu 
erhalten, und auch an die Méglichkeit denken muss, ein essig- 
saures Derivat) zu) bekommen. Behandelt man ein gummi- 
haltiges Priiparat in der Wirme mit Eisessig und filtrirt nach 
dem Erkalten, so bleibt das Gummi ganz ungeldést und_ ist 
durch Abfiltriren, Auswaschen mit Eisessig, dann Alkohol 
absolutus und Aether vollkommen frei oder in anderen Fillen 
fast vollkommen frei yon Stickstoff zu erhalten. Andererseits 
ist in der eisessigsauren LOsung, wenn man erst nach dem 
Erkalten filtrirt, so gut wie nichts von Gummi enthalten. Ver- 
setzt man die eisessigsaure LOsung mit einer relativ grossen 
Quantitit Alkohol absolutus, dann mit ebensoviel Aether (eben- 
soviel wie Alkohol), so fallen Flocken aus, welche frei von 


(rummi und ziemlich aschearm sind. 

Nachtriiglich hat sich tibrigens herausgestellt, dass man 
fast gummifreie und doch ziemlich energisch wirkende Ausziige 
erhalt, wenn man das vorher (auf 110°) erhitzte Hefepulver 
nur etwa eine halbe Stunde mit Wasser bei Zimmertemperatur 
behandelt. 
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3. Die Asche des «Invertins» besteht hauptsiichlich aus 
Phosphaten und zwar tberwiegend aus Magnesiumphosphat neben 
wenig Calciumphosphat.!) Die wisserige Losung der Asche, 
insoweit man von einer solchen sprechen kann, gibt allerdings 
auch schwache Phosphorsiurereaction, jedoch ist der Nachweis 
von Kalium (oder Natrium in entsprechender Quantitiit) nicht 
zu fihren und die Phosphorsiiurereaction kénnte auch wohl 
von der Loslichkeit des Calciumphosphats in Wasser abhiingen. 
Der grosse Reichthum von Phosphorsiiure in der Asche legt 
den Gedanken nahe, dass der Phosphor wenigstens zu einem 
Theil organisch gebunden sein kOnnte. Ich habe dartiber folgende 
Versuche gemacht: 

a) 40 com. der wisserigen Losung des Invertinpriparates I, 
welche etwas weniger als 0,4 g¢ Substanz entsprachen,*) wurden 
eingedampft, mit Soda +- Salpeter geschmolzen, die Schmelze 
in verdiinnter Salpetersiure gelOst, durch Eindampfen von 
salpetriger Saure befreit, dann mit Ammoniak alkalisirt und 
bis zum nachsten Tag stehen gelassen, dann wurde von dem 
entstandenen Niederschlag abfiltrirt, mit NH,-haltigem Wasser 
nachgewaschen, aus dem Filtrat der grosste Theil des NH, 
durch Eindampfen entfernt, mit Salpetersiure angesiiuert, mit 


Ammoniummolybdat  gefiillt ues. we. Es wurden 0,0284 ¢ 
Mg,P,0, erhalten, entsprechend — fiir 0,4 g¢ Substanz — einem 


P-Gehalt von 1,98°%/o. Diesen Phosphor kann man als organisch 
vebunden betrachten, wenn man von der im Wesentlichen 
sicher richtigen Annahme ausgeht, dass die Asche soviel 
Calcium, bezw. Magnesium enthalt, dass diese Basen zur 
bindung der priiformirt vorhandenen Phosphorsiiure ausreichen. 

b) Die aus dem Invertin I] durch Alkoholbehandlung 
erhaltene Fraction I], deren Gewicht allerdings nur O,O888 ¢ 
betrug, wurde in Wasser gelést. Die L6ésung erfolgt leicht 
und klar. Die etwas gelblich gefiirbte Loésung wurde mit 


1) Ausserdem enthilt die Asche nicht ganz unerheblich Calcium- 
sulfat, welches beim Behandeln der Asche mit Salzsiure in der Kiilte 
ungelost zuriickbleibt. 

2) Bei der Auflisung (siehe S. 315) blieben Eiweissflocken ungeldst, 
deren Quantitét nicht bestimmt ist. 
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Ammoniak und Chlormagnesiummischung versetzt, wobei sie 
ein opalescentes Aussehen annahm. Nach 24 Stunden hatte 
sich MgNH,PO, krystallinisch ausgeschieden. Es wurde erhalten 
O.O118 ¢ Mg,P,0, (entsprechend einem P-Gehalt von 3,68°/o), 
das Filtrat wurde eingedampft, mit Soda -+ Salpeter ge- 
schmoizen u.s. w. Nach der Molybdiinmethode wurde erhalten 
0.0030 ¢ Mg,P,0, = 0,94°)o P. Diesen Phosphor wird man mil 
hochster Wahrsecheinlichkeit als gebundenen ansehen miissen, 
er ist allerdings sehr gering, aber man wird auch mit der 
Moglichkeit rechnen = miissen, dass in der ersten stark am- 
moniakalischen Losung eine Abspaltung von Orthophosphor- 
siiture stattgefunden haben kann, die zuerst ausgeschiedenen 
OO118 ¢ MgNH,PO, also nicht’ vollstindig auf praformirte 
Phosphorsiiure zu beziehen sind. 

¢) Der aus der Eisessigldsung des Invertinpriiparates II 
durch Alkohol- und Aetherzusatz erhaltene, mit Alkoholiither- 
vemisch, dann mit Aether gewaschene Niederschlag wurde 
auf einem gewogenen Filter gesammelt und bis zur Gewichts- 
constanz getroeknet. Sein Gewicht betrug O,1016 ¢@. Derselbe 
wurde mit Soda -- Salpeter verbrannt, was allerdings nicht 
vollkommen exact durchzufiihren war, da der Niederschlag 
sammt dem Filter (Schleicher und Sehiill aschefrei Nr. 590) 
verbrannt werden musste. In der Losung der Schmelze wurde 
die Phosphorsiiure nach vorgiingiger Fiéllung mit) Ammon- 
molybdat wie gewohnlich bestimmt. Erhalten 0,0320 ¢ Mg,P.0.. 
Daraus berechnet sich der Gehalt des Priiparates an P zu 
8.80% 0 (20.15% PZO5). Dai die Substanz noch Walk und 
Magnesia enthalten haben konnte, wurden diese im Filtrat von 
der Molybdiinfiillung bestimmt. Zu dem Zweck wurde das- 
selbe omit NH, alkalisirt und mit Ammonoxalat versetzt; der 
susgeschiedene oxalsaure Kalk nach 24 Stunden abfiltrirt. Es 
wurden erhalten O,OOL4 g CaO. [Im Filtrat -+ Waschwasser 
wurde Magnesium bestimmt. Zu dem Zweck wurde dasselbe 
auf dem = Wasserbad bei Erhaltung der ammoniakalischen 
Reaction auf etwa '/+ eingedampft, dann noch etwas NH,C! 
und Na,HPO, hinzugefiigt, nach 20stiindigem Stehen das aus- 
geschiedene MgNH,PO, abfiltrirt etc. Erhalten 0,0046 ¢ Mg,P.0,. 


‘ 
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Nimmt man an, dass die Molybdinl6sung ganz frei von 
Ca und Mg war, ferner, dass diese in der Substanz vollstiindig 
als Phosphate vorhanden waren, so ware eine dementsprechende 
Quantitiét Mg,P,0, von der gefundenen abzuziehen. Der er- 
haltene Kalk entspricht 0,0028 g Mg,P.0,. Es sind also 
0.0028 + 0,0046 = 0,0074 g von den oben erhaltenen 0,0320 g 
Mg,P,0, abzuziehen, das ergibt 0,0246 g Mg,P,0, als ganz 
sicher aus organischem Phosphor stammend = 6,77°/o P 
(= 15,48°/o P,O.). Dieser Werth ist als der Minimalwerth 
anzusehen. 

Ich kann diese Mittheilungen nicht schliessen, ohne meine 
Ansichten tiber die Chancen auszusprechen, welche der Ver- 
such, das invertirende Ferment oder Enzym selbst, also nach 
der jetzt. gebriiuchlich werdenden Nomenclatur die Saccharase 
oder Sucrase,!) zu isoliren, bietet. So lange man nur ein 
lOsliches Enzym der Hefe kannte, niimlich das Invertin, wie 
es zur Zeit der auf meine Veranlassung unternommenen Ver- 
suehe von Barth der Fall war, waren die Versuche, das Enzym 
zu isoliren, durchaus berechtigt. Die Sachlage hat sich aber 
<eitdem ausserordentlich zu Ungunsten der Losbarkeit der 
Aufgabe verschoben. Bei meinen Versuchen tiber die Auto- 
digestion der Hefe habe ich drei bisher unbekannte Enzyme 
in der Hefe aufgefunden:?) 1. ein eiweissspaltendes, welches in 
seiner Wirkung dem Trypsin sehr nahe steht, jedoch mit dem 
Unterschied, dass es noch energischer spaltend zu wirken 
scheint, da die digerirte Fliissigkeit nichts Wesentliches von 
Albumosen oder Pepton enthilt. M. Hahn und Geret*) haben 
dasselbe kiirzlich aus Hefepresssaft isolirt und festgestellt, dass 
es sich von dem Trypsin dadurch unterscheidet, dass es am 
besten bei saurer Reaction wirkt. 

F. Kutscher ist freilich, wie ich aus einem mir freund- 


1) Oppenheimer, Die Fermente, 1900, 5. 202. 
2) Centralblatt f. d. med. Wissensch., 1889, Nr. 13. Diese Zeit- 
schrift, Bd. XH, S. 506. — Zeitschr. f. klin. Med.. Suppl. za Bd. 17, 


S. 77, 1890. 
3) Zeitschr. f. Biol., Bd. 40, S. 117 u. ff. 


Hoppe-Seyler's Zeitschrift f. physiol. Chemie. XXXL. 





lichst tbersandten Separatabdruck aus den Sitzungsberichten 
der Gesellschaft ete. zu Marburg, 1900, Nr. 5, Juni, tiber 
einen am 20. Juni 1900 gehaltenen Vortrag ersehe, beztiglich 


meines Antheils an der Auffindung des proteolytischen Enzyms 
der Hefe wesentlich anderer Ansicht. Er sagt |. ¢. S. 70: 
‘Die ersten Angaben, welche auf das Vorhandensein starker 
proteolytischer Enzyme im Innern der Hefe hinweisen, verdanken 
wir Schtitzenberger (Bull. de la soc. chimique de Parts 
T. 21, 1874, 5S. 19% u. 204, weiter «die Gihrungserscheinungen 
1876) und Kossel (Zeitschr. f. physiol. Chemie, Bd. IV, 
S. 29% und Bd. VII, Ss. 14%). Die beiden genannten Forscher 
tiherliessen) gewaschene Hefe der Selbstgiihrung bei 37—40° 
und konnten danach eine starke Zunahme der wasserloslichen 
Substanz feststellen. Unter denselben fanden sie in reichlicher 
Menge Tyrosin, Leucin, freie Alloxurbasen und freie Phosphor- 
siiure. Es sind das lauter Substanzen, die nur aus zersetzten 
Nucleinen und Eiweisskorpern der Hefe stammen konnten. 
Die folgenden Arbeiten von Salkowski (Zeitschr. f. physiol. 
Chemie, Bd. XIE, S. 506° und Zeitschr. f klin. Md., Bd. 17, 
Suppl.) und Hahn (Ber. d. deutsch. chem. Gesellsch., Bd. 31, 
S. 200 u. 2333) haben tiber die Natur des proteolytischen 
Knzyms in der’ Hefe und den Abbau, den die Eiweisskorper 
durch dasselbe erfahren, nichts wesentlich Neues ergeben. 

Demgegeniiber sehe ich das wesentlich Neue in meinen 
Arbeiten in dem von mir gelieferten Nachweis, dass die 
Kiweissspaltung auf der Wirkung eines in der Hefezelle vor- 
handenen, bet AbtOdtung desselben freiwerdenden, |Oslichen 
Enzymes beruht. Diesen Nachweis Kann ich an der_ von 
Kutscher citirten Stelle nicht finden. 

In der ersten Arbeit von Kossel,!) welche Kutscher 
citirl, findet sich und zwar auf S. 294, nur ein kurzer Hin- 
weis auf Schiitzenberger. Es heisst daselbst: 

Ich glaube nach den mitgetheilten Resultaten das Nuclein 
als die Quelle der XanthinkOrper bezeichnen zu _ diirfen, die 
nach den Untersuchungen von Schiitzenberger bei der 


{) Diese Zeitschrift, Bd. IV, S. 290. 

















Selbstgihrung der Hefe auftreten. Daneben erfolgt bei dieser 
Selbstgiihrung eine Abgabe von Phosphorsiiure. » 

In der zweiten citirten Arbeit von Kossel!)_ heisst 
es |. ec. 3B. 14: 

«Diese Versuche geben freilich noch keinen Aufschluss 
dartber, ob tiberhaupt in den Geweben solcher Organismen, 
welche gezwungen sind, von ihrer eigenen Korpersubstanz zu 
leben (im Orig. nicht gesperrt 5.), eine Zersetzung von Nuclein 
stattfindet. Fir die Entscheidung dieser Frage dienten Ver- 
suche an Hele. 

Liisst man Hefe mit Wasser einige Stunden bet warmer 
Temperatur stehen, so tritt bekanntlich Kohlensiiureentwicklung 
auf, das Wasser wird sauer, enthalt bald Phosphorsiiure, Leucin, 
Tyrosin, Hypoxanthin u.s.w. — genug, es zeigen sich chemische 
Vorgiinge ohne gleichzeitige Aufnahme von Nahrungsstoff. » 

Aus dem citirten Wortlaut geht hervor, dass Kossel 
seine Versuche in einer ganz anderen Absicht und unter ganz 
anderen Bedingungen angestellt hat. Es ist ja moéglich, dass 
auch unter diesen bedingungen das eiweissspaltende Enzym 
mitwirkt, aber diese Frage wird hier garnicht beriihrt, da ja 
ausdricklich von Lebensvorgiingen gesprochen wird und 
liber etwaige Enzyme mikroskopischer Organismen unter diesen 
bedingungen, d. h. wenn sie leben, natiirlich nichts festgestellt 
werden kann. Die Versuche Kossel’s bertihren also die 
vorliegende Frage nicht, und es ist mir unverstiindlich, wie 
Kutscher sie in diesem Zusammenhang citiren kann. 

Was Schtittzenberger betrifft, so habe ich bisher an- 
genommen, dass auch seine Angaben sich nur auf die so- 
genannte Selbstgihrung beziehen. Das ist die allgemeine 
Annahme, und auch Kutscher spricht nur von dieser. In 
der Arbeit von M. Hahn und Geret findet sich nun aber er- 
wahnt, dass Schiitzenberger auch Beobachtungen an mit 
kreosothaltigem Wasser iibergossener Hefe angestellt und bei 
dieser eine betriichtliche Verarmung der zuriickbleibenden Hefe 
an Stickstoff festgestellt habe. Bei diesen Versuchen, die 


1, Diese Zeitschrift. Bd. VII, S. 7. 
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mir bisher unbekannt geblieben waren, handelt es sich héchst- 
wahrscheinlich um die Wirkung eines eiweissspaltenden Enzyms. 
Es ist natiirlich irrelevant, ob mir dieser Versuch bekannt 
war oder nicht, ich kann fiir mich, vorausgesetzt, dass in 
diesen Versuchen von Schiitzenberger die Hefe sicher ab- 
getodtet und Bakterienwirkung ausgeschlossen war, nur noch 
in Anspruch nehmen, die richtige Deutung fiir den Vorgang 
segeben zu haben. Diese Versuche hat aber Kutscher 
sicher nicht im Auge gehabt, denn er spricht nur von 
Selbstgéhrung, und dass diese nicht die Existenz eines elweiss- 
spalfenden Enzyms beweist, liegt auf der Hand. 

Beziiglich der Wirkungen des Enzyms der Hefe habe ich 
festgestellt, was nach dem damaligen Stand unserer 
Kenntnisse iiber die Constitution des Eiweisses festzustellen 
war, wenn ich auch zugeben muss, dass schon damals einige 
Krgiinzungen, namentlich in Bezug auf Peptonbildung, mdglich 
und wiinschenswerth gewesen wiiren. 

Kutscher selbst hat, wie ich, Versuche iiber die Selbst- 
verdauung der Hefe unter Anwendung von Chloroformwasser 
angestellt, mich jedoch nicht als Autor des Verfahrens erwihnt. 
Nun beanspruche ich ja nicht, jedesmal genannt zu werden, 
wenn Jemand dieses in allgemeiner Anwendung stehende, von 
mir herriihrende Verfahren benutzt, wohl aber ist das erforder- 
lich, wenn ohne das unvermeidlich Missverstiindnisse entstehen. 
Wenn Kutscher z. B. sagt: «Dass die von mir benutzte Methode 
einer ausgedehnten Anwendung fiihig ist, um uns tiber die intra- 
cellulairen Enzyme der Mikroorganismen zu unterrichten, ist klar. 
Sobald sie sich, wie die Hefe, in Massenculturen gewinnen und 
auswaschen lassen, muss ihre Selbstverdauung uns eine schnelle 
Antwort auf die Frage nach dem Vorhandensein proteolytischer, 
intracelluliirer Enzyme und deren Natur geben,» so wird woh! 
Niemand auf die Vermuthung kommen, dass diese von Kutscher 
benutzte «Methode>, von welcher er riihmt, dass sie einer 
ausgedehnten Anwendung fiihig sei, nichts Anderes ist, als 
das von mir angegebene und zuerst an demselben Object 
angewendete, seitdem vielfach zur Auffindung von Enzymen 
und zum Studium der Spaltungsvorgiinge benutzte Verfahren 














der Digestion mit Chloroformwasser, vielmehr muss Jeder 
vlauben, dass es sich um eime neue, von Kutscher aul- 
vefundene Methode handelt. 

Die Ausdrucksweise von Kutscher ist, meines Erachtens 
nach, darum besonders ungliicklich gewihlt, weil Kutscher 
nicht versiiumt hat, mich zu citiren, wo er glaubt, eine ab- 
fillige Kritik an mir tiben zu koOnnen. Dadurch kann = der 
Kindruck entstehen, als ob Kutscher mich absichtlich 
nicht als Autor fiir die Chloroformwasser-Digestion nennt, weil 
sonst seine Untersuchungen als das erscheinen wiirden, wofiir 
ich sie ansehe, niimlich als weiterer Ausbau iilterer, haupt- 
siichlich meiner Versuche, welcher erforderlich war, seitdem 
wir durch Kossel neue Anschauungen iiber die Constitution 
des Eiweisses gewonnen haben. Dass man mit diesem Verfahren 
auch Mikroorganismen auf Enzyme wird untersuchen kénnen, 
wenn dieselben als Massenculturen vorhanden sind, ist aller- 
dings klar, so klar und selbstverstiindlich, dass es eigentlich 
guar nicht erst gesagt zu werden brauchte. 

Das zweite Enzym der Hefe, das aber moglicher Weise 
mit dem eiweissspaltenden identisch ist, ist) das nuclein- 
spaltende, das dritte, das Enzym, welches aus den Kohle- 
hydraten der Hefe Zucker bildet, und zwar, wie ich jetzt 
sagen kann, nicht aus dem Gummi, sondern aus den 
anderen Kohlehydraten der Hefe, sei es nun nur aus dem 
Hefenglycogen», sei es auch aus der Cellulose. Méglicher 
Weise ist noch ein weileres Ferment vorhanden, welches auf 
die sogenannten stérenden Substanzen (d. h. die die Ausfiillung 
der Xanthinbasen durch Silbersalze st6renden) zerstérend 
wirkt. Sodann ist von Emil Fischer!) die Maltase (oder 
Gilucase) in der Hefe aufgefunden. Endlich fiihren Hahn und 
(reret auch das Vorhandensein einer Oxydase an. Dabei ist 
der Zymase noch garnicht gedacht. Dass diese Fiille von 
Fermenten die Isolirung eines einzelnen fast aussichtslos er- 
scheinen liisst, braucht kaum hervorgehoben zu werden. 


1) Ber. d. d. chem. Gesellsch., Bd. XXVIL, S. 1433. (1895). 
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Wir beurtheilen die Gegenwart oder Abwesenheit eines 
Knzyms nach seiner Wirkung, weil wir ein anderes Kriterium 
hierftir nicht haben. 

Bei der Darstellung eines Enzyms reicht dieses Kriterium 
aber dann nicht mehr aus, wenn die Modglichkeit besteht, 
dass ein zweites oder drittes Enzym in unwirksam gewordenem 
Zustand vorhanden sein konnte. Kin durch Erhitzen oder 
sonstwie seiner specifischen Energie beraubtes, unwirksam 
gewordenes Enzympraparat hat, soweit wir wissen, dieselbe 
elementare Zusammensetzung, wie das wirksame, eine Enzym- 
losung zeigt, wenn sie durch Aufkochen oder auf eimem 
anderen Wege unwirksam gemacht ist, dasselbe Verhalten zu 
Reagentien, wie vorher. Es ist nicht daran zu zweifeln, oder 
doch héchst wahrscheinlich, dass bei dem Uebergang eines 
Knzvyms in die unwirksame Form intramolekulare Umlagerungen, 
Atomwanderungen im Molekiil vor sich gehen, dass also auch 
chemisch ein wirksames Enzym ein anderer Korper ist, 
wie cin unwirksames, aber unsere Hiilfsmittel sind zu grob, 
um diese Umwandlung auf einem anderen Wege als) durch 
die Abnahme oder das Verschwinden der specifischen Wirksam- 
keit nachweisen zu konnen, namentlich dindern sich die L6éslich- 
keitsverhiltnisse nicht. Wenn man also ein Material bearbeitet, 
welches mehrere Enzyme enthilt, so kann man nicht wissen, 
ob die Ausziige nicht mehrere Enzyme enthalten. Das is! 
auch dann meht ausgeschlossen, wenn die Priifung auf die- 
selben negative Resultate ergibt. Es ist ja wohl denkbar, 
dass es unter Umstiinden einmal moéglich sein kénnte, Fermente 
zu trennen, es liegen ja auch Versuche nach dieser Richtung 
hin vor. im Allgemeinen aber ist, wenn man aus einem 
mehrere Enzyme enthaltenden Material ein Enzym dargestellt 
zu haben glaubt, immer mit der Moéglichkeit zu rechnen, dass 
diesen Enzymen andere in unwirksamer Form beigemischt 
sein konnen. 




















Ueber die eiweissfallende Wirkung des Chloroforms. 


Von 
E. Salkowski. 


Aus dem chem. Laboratorium des pathol. Instituts zu Berlin.) 


(Der Redaction zugegangen am 3. November 1900. 


Die Mittheilung von Formanek «Ueber die Einwirkung 
von Chloroform und Chloralhydrat) auf den Blutfarbstoff in 
Heft 4 und 5, Bd. XXIX dieser Zeitschrift, welche sich nicht 
allein auf den Blutfarbstoff, sondern auch auf Blut, Blutserum 
und Kiweiss bezieht, veranlasst mich, auch meinerseits einige 
einschliigige Beobachtungen mitzutheilen. 

Bei meiner vielfachen Beschiiftigung mit dem Chloroform 
in seiner Anwendung als Conservirungsmittel hat mir natiirlich 
die eigenthiimliche, unter gewissen Bedingungen auftretende, 
coagulirende Wirkung des Chloroforms nicht entgehen konnen. 

ln meiner Mittheilung itiber die antiseptische Wirkung 
des Chloroformwassers aus dem Jahre 1888!) habe ich bereits 
erwithnt, dass sich Blut nicht mit) Chloroform = conserviren 
lasse, weil es allmiihlich zu einer dicken Masse gesteht. 
Horbaezewski und Formanek haben diese Angabe augen- 
scheinlich nicht gekannt, woraus ich den genannten Autoren 
natirlich keinen Vorwurf machen will, um so weniger, als 
meine Angabe zwar in den Maly’schen Jahresbericht fiir 1888 
libergegangen (S. 355), aber schwer zu finden ist. 

Im Interesse anderer Versuche, deren Verodffentlichung 
ich noch verschiebe, habe ich auch versucht, wie sich mit 
Chloroform durchgeschiitteltes, in GlasstOpselgefiissen  befind- 





1) Deutsche med. Wochenschr... 1888, Nr. 16. 
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liches Blut bei der Aufbewahrung im Thermostaten bei 40° 
verhilt. Es ergab sich dabei, dass das Blut stets nach langerer 
oder kiirzerer Zeit, etwa 24—48 Stunden, zu einer dicklichen 
Masse gestelt, die meistens ganz compact ist, abgesehen von 
einer kleinen Quantitiit blutig gefiirbter Fliissigkeit, welche beim 
Neigen des Glases an der Oberflache der compacten Masse 
herabrinnt. Schiittelt man durch und filtrirt an der Saugpumpe, 
so zeigt sich das Filtrat mitunter nur schwach rothlich gefirbt, 
meistens aber ziemlich stark blutfarbstoffhaltig, in jedem Fall 
aber war es stark eiweisshaltig. Es gelang also nicht, das 
Kiweiss auf diesem Wege zu entfernen. Nach der Publication 
von Formanek tiberzeugte ich mich, dass schon kurz dauern- 
des Erwiirmen auf 55° geniigt, um das mit Chloroform ver- 
setzte Blut in eine solche durch geronnenes Eiweiss dickliche 
Masse umzuwandeln. Das Filtrat fand ich gleichfalls blatfarb- 
stoffhaltig, indessen will ich damit nicht bezweileln, dass es 
unter Umstiinden gelingen mag, den Blutfarbstoff vollstaindig 


zu entfernen. Das — von dem im Thermostaten aufbewahrten 
Blut — abfiltrirte Eiweiss ist in Wasser und Salzlosungen un- 


loslich und verhiilt sich ganz so, wie ein durch Erhitzung von 
verdtinntem Blut erhaltenes Coagulum. 

Was die Einwirkung des Chloroforms auf Blutserum 
hetrifft, so mochte ich constatiren, dass genuines Blutserum, 
welehes man behufs Conservirung mit Chloroform durchge- 
schiittelt, hat, auch bei jahrelangem Aufbewahren bei Zimmer- 
temperatur nicht gerinnt und ebensowenig serdse Fliissigkeiten. 
Damit steht die Angabe von Formanek, dass chloroform- 
haltiges Blutserum bet alkalischer Reaction bet 50—55° nicht 
vefillt wird, im Einklang, da unter alkalischer Reaction ver- 
muthlich die genuine alkalische Reaction zu verstehen ist. 
Indessen bleibt das Chloroform doch nicht ohne Einfluss aut 
die EiweisslOsung: das mit Chloroform conservirte Blutserum 
himmt regelmiissig ein eigenthiimlich opakes Aussehen an, 
wenn es auch im durchfallenden Licht durchsichtig bleibt. 
Noch stiirker ist oft die Veriinderung des Aussehens conser- 
virter serOser (pathologischer) Fliissigkeiten. In solchen kommt 
es auch mitunter zur Ausscheidung von ein wenig geronnenem 
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Kiweiss am Boden der Flasche. Diese Verinderung ist auch 
Anderen aufgefallen. So erwihnt Hammarsten!) von einer 
durch Chloroform conservirten Ascitesfliissigkeit, welche bet 
der Entleerung gelblich und fast klar war, dass sie nach etwa 
2 Monaten dauernder Aufbewahrung ein fast milchweisses Aus- 
sehen angenommen hatte. 

Friedenthal und Lewandowsky?) haben gefunden, 
dass Blutserum, auf 55—60° erhitzt, ein eigenthiimlich opakes 
Aussehen zeigt und dass solches Blutserum seine Eigenschatlt, 
vuf ein Thier einer andern Species (als die, von welcher das 
blutserum stammt) giftig zu wirken, verloren hat. Es wire 
von Interesse, zu versuchen, ob das durch Chloroform. ver- 
‘inderte Blutserum gleichfalls nicht mehr giftig wirkt. 

Die coagulirende Wirkung des Chloroforms auf Eiweiss 
ist von grossem Interesse: sie steht, ebenso wie die Wirkung 
auf den Blutfarbstoff, welcher dabei nach Formanek nicht 


oder jedenfalls nicht wesentlich veriindert wird — abgesehen 
davon, dass er seine Loéslichkeit einbiisst — soviel ich sehen 


kann, ohne Analogie da, wenn man in Erwiigung zieht, dass 
das Chloroform schon in sehr kleinen Mengen wirkt, dass es 
eine fast ganz indifferente Substanz ist, und dass das aus 
Blut erhaltene Coagulum sich Loésungsmitteln gegeniiber an- 
scheinend ganz ebenso verhiilt. wie durch Erhitzung  ent- 
standenes. Die Méglichkeit, dass durch eine genauere Unter- 
suchung Unterschiede aufgefunden werden kodnnten, muss 
illerdings offen gelassen werden. 

Beziiglich der Eiweisskorper des Eieralbumens verfiige 
ich nur tiber Beobachtungen an mit Wasser (in dem Ver- 
hiltniss von 1 zu 2 bis 3 Wasser) versetztem, durch Chloro- 
form conservirtem Albumen des Hiihnereiweisses. Derartiges 
verdiinntes Albumen gerinnt beim Aufbewahren nicht, wird 
jedoch stark opak. Mit Chloroformwasser vermischter Ei- 
dotter gesteht allmihlich zu einem Brei. Das Filtrat der 
behufs Filtration mit Chloroformwasser verdiinnten Masse ist 
ganz klar —- die Filtration erfolgt sehr langsam —, schwach 


1) Diese Zeitschrift, Bd. XV, S. 220. 
2) Berl. klin. Wochenschr., 1899, Nr. 12. 
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gelblich gefiirbt, von neutraler Reaction und enthalt auch nach 
jahrelangem Stehen etwas Eiweiss, welches beim Erhitzen aus- 
coagulirt. Die auf dem Filter bleibende Masse gibt an Aether- 
alkohol Fett und Lecithin ab, der mit Aetheralkohol erschopfte 
tiickstand erweist sich stark P-haltig. Die betreffende Flasche 
trug das Datum 23. 11. 1888; die lange Haltbarkeit des Leci- 
thins — wenn man dasselbe nach dem P-Gehalt des Aether- 
auszugs annehmen kann — und des Vitellins ist jedenfalls 
bemerkenswerth. 

Nicht ohne Interesse erscheint mir, dass auch aus Pepsin- 
verdauung staummende AlbumoselOsungen, wenn sie mit 
Chloroform conservirt aufbewahrt werden, unter Umstiinden 
vewissermaassen gerinnen. Ich machte diese Beobachtung 
zufiillig gelegentlich meiner Untersuchungen iiber das Pepto- 
toxin’) an emer aus kiuflichem Serumalbumin- erhaltenen 
Pepton»-Lésung. Es handelt sich um den Versuch XLII*) 
der genannten Abhandlung. Die Albumosel6sung war, was 


ich hier wohl wiederholen  darf, folgendermaassen — dar- 


sestellt. 

LOO ¢ kitufliches Seruamalbumin wurden in 2 Liter warmen 
Wassers gelost. Die Losung erfolgte leicht und fast voll- 
stiindig, jedoch nicht ganz klar. Die LoOsung wurde unter 
sorgfiltiger Neutralisirung mit Salzsiure durch Erhitzen aus- 
eoagulirt, das Coagulum mit heissem Wasser gut ausgewaschen, 
abgepresst, mit 3 Liter kiinstlichem Magensaft 24 Stunden 
digerirt, dann mit Natriumearbonat neutralisirt, zum Sieden 
erhitzt, vom ausgeschiedenen coagulirten Eiweiss abfiltrirt, das 
Filtrat) zuerst auf freiem Feuer, dann auf dem Wasserbad 
zum Syrup eingedampft, dieser mit Alkohol gefallt, die Fallung 


abfiltrirt, mit) Alkohol nachgewaschen und bei gewohnlicher 


Temperatur trocknen gelassen. Die Fiillung wurde dann in 
Wasser gelost, die LOsung*®) — das Volumen betrug ca. 200 ccm. 


1) Virchows Archiv, Bd. 124, 8. 409. 

2) Derselbe ist in Folge eines Druckfehlers in der Arbeit als LXII 
bezeichnet. 

3) Vermuthlich ist dieselbe noch einmal filtrirt. doch finde ich 


lreriiber nichts notirt. 
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— in eine Flasche gegossen, mit Chloroform durchgeschiittelt 
4 und gut verschlossen bei Seite gestellt. Nach einiger Zeit 
igenaue Angaben kann ich nicht machen, da ich die betreffende 
Klasche erst nach Monaten zufillig wiedersah) hatte sich die 
Kliissigkeit in einen Brei verwandelt, der sich allmiahlich in 
eine compacte Masse und eine dariiber stehende gelbliche 
Kliissigkeit trennte. Eine weitere Untersuchung fand damals 
nicht statt, die Flasche wurde jedoch fiir eine spiitere gelegent- 
liche Untersuchung aufbewahrt. 

Zur Untersuchung wurde zuniichst, um die Masse filtrirbar 
zu machen, etwa das halbe Volumen Chloroformwasser hin- 
zugesetzt, durchgeschiittelt, dann ein Theil des diinnen Breis 
auf einer Nutsche abgesaugt und mit Wasser nachgewaschen, 
das Waschwasser jedoch nicht mit dem Filtrat) vereinigt, 
sondern beseitigt. 

In dem beim Filtriren erhaltenen, gut ausgewaschenen 
Riickstand war Dysalbumose, eventuell auch Globulin zu ver- 
muthen. 

Kin Theil des Riickstandes, welcher sich beim Erhitzen 
init Wasser zum Sieden nicht merklich l6ste, wurde 24 Stunden 
unter vielfachem Schiitteln mit 5°/oiger Kochsalzl6sung  be- 
handelt, wobei keine merkliche Losung eimtrat, dann filtrirt. 
Has lercht gelblich gefiirbte, neutral reagirende Filtrat blieb 
beim Erhitzen klar, auch bei Zusatz von Essigsiiure: bei nach- 
lraglichem Zusatz von ein wenig concentrirter Kochsalzl6sung 
trat indessen eine gleichmiissige Triibung ein, welche sich bei 
nochmaligem Erhitzen zum Sieden nicht éinderte. Damit ist 
die Gegenwart einer kleinen Menge von in Wasser unlOslichem, 
in )°oiger Kochsalzl6sung léslichem Eiweiss nachgewiesen, 
welches man wohl als Globulin ansehen kann. 

Kine groéssere Quantitiit des in Rede stehenden Riick- 
standes wurde in Wasser suspendirt und etwas Natrium- 
curbonatlésung hinzugesetzt. Die Substanz quoll zuerst gall- 
ertig auf, l6ste sich dann allméhlich innerhalb 24 Stunden 
vollstindig ohne Riickstand. Aus der Loésung fiel bei ge- 
nauem Neutralisiren mit Essigsiiure eine geringe Quantitiil 
eines Eiweisskérpers aus, wohl dem Gehalt an Globulin ent- 
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sprechend,') von welchem abfiltrirt wurde. Das Filtrat gab 
beim Erhitzen zum Sieden nochmals eine geringe Eiweiss- 
ausscheidung, von welcher abermals abfiltrirt wurde. Das 
abgektihlte, neutrale Filtrat zeigt folgendes Verhalten zu Re- 
ugentien: 

1. Zusatz etwa des gleichen Volumens gesittigter Koch- 
salzlésung: starke Triibung, welche sich beim Erwiarmen, von 
einer geringen, bleibenden Triibung abgesehen, lost, beim Er- 
kalten wieder erscheint. 

2. Zusatz von Salpetersiiure: Niederschlag, welcher sich 
lm Ueberschuss von Salpetersiiure lost; die Losung wird 
schnell gelb, auf Zusatz von Natronlauge tief orange. 

5. Kupfersulfatlosung: sofort starke Fiillung. 

t. Essigsiiure + Ferrocyankalium: starke lallung. 

Die Reactionen sind die der primiren Albumosen, man 
muss also annehmen, dass die Heteroalbumose beim Stehen 
der mit Chloroform gesiittigten LOsung in Dysalbumose tber- 
vegangen Ist. 

Es ist nun sehr bemerkenswerth, dass die nicht durch 
Chloroform ausgefiillten, in’ Lésung gebliebenen Albumosen 
im Allgemeinen den Charakter der secundiiren Albumosen 
trugen, das Chloroform also eine Trennung bewirkt hatte. 

Das gelblich gefiirbte, auf empfindliches Lackmuspapier 
vollig neutral reagirende Filtrat von der Dysalbumose war 
vollig frei von in der Hitze coagulirenden Eiweisskorpern 
(auch bei Zusatz von Essigsiiure + Kochsalz); beim Auflosen 
von Chlornatrium im Ueberschuss, unter Erwiirmen zur be- 
forderung der Losung, war keine Triibung zu bemerken, man 
hiitte also danach primiire Albumosen ausschliessen konnen, 
dennoch war eine kleine Quantitiit primiérer Albumose vorhanden. 
Als niimlich die mit Salz gesiittigte, erkaltete, ganz klare Losung 
von dem iiberschiissigen Kochsalz abgegossen und das Koch- 


1) Nach Neumeister, Lehrbuch der physiol. Chemie, 2. Aufl. 
S. 231, fillt iibrigens auch die Dysalbumose beim Neutralisiren de 
alkalischen Liésung zum Theil wieder aus; hier fand dies, wenn iiber- 
haupt, nur in sehr unbedeutendem Grade statt. 











salz in Wasser gelést wurde, war die Losung ein wenig triib 
und kliirte sich beim Erhitzen. Das Chlornatrium hatte also die 
Albumose mit niedergerissen. Dem entsprach auch das Ver- 
halten zu Ammonsulfatl6sung. 

Kine gréssere Quantitiit des Filtrates von der Dysalbumose 
wurde mit dem gleichen Volumen gesiittigter AmmonsulfatlOsung 
versetzt, der entstehende Niederschlag abfiltrirt: Fraction 1. 
Das Filtrat wurde mit Ammonsulfat in Substanz vollig gesiittigt. 
Niederschlag: Fraction II. 

Beide Fractionen wurden mit halbgesiittigter bezw. ge- 
siittigter Ammonsulfatlbsung gewaschen, dann vor der LOsung 
in Wasser behufs Anstellung der Reactionen schnell ober- 
fliichlich mit Wasser abgespiilt, um die Quantitéit des an- 
hiingenden Ammonsulfats modglichst zu verringern. 

Die L6sung aus Fraction | gab ziemlich reichliche Fiillung 
beim Eintragen von Kochsalz (wurde jedoch bei Sittigen damit 
bei Weitem nicht vollig ausgefiillt), ebenso mit Salpeter- 
siiure -- Kochsalzlésung und mit Essigsiiure +- Ferrocvankalium. 
Danach wiirde dieselbe wenigstens zu einem Theil aus primdarer 
Albumose bestehen: abweichend davon war aber das Ver- 
halten zu Kupfersulfatlosung: bel Zusatz derselben ent- 
stand erst sehr allmiihlich eine geringe Triibung resp. Fiillung. 

Die Lo6sung von Fraction Il gab keine Fiillung beim 

Kintragen von Kochsalz, auch nicht mit Salpetersiiure unter 
Kochsalzzusatz, blieb mit Kupfersulfat auch bei lingerem 
Stehen vollig klar, dagegen gab sie Fiillung mit Essigsiiure 
~ Ferrocyankalium. Wiihrend alle anderen Reactionen die 
Fraction Il als zu den  seecundiiren Albumosen = zugehorig 
charakterisiren, wiirde sie nach dem Verhalten zu Essigsiiure 
+ Ferrocvankalium zu den primiiren gehoren oder wenigstens 
solche enthalten. 

Die Abweichungen in dem Verhalten dieser Albumosen 
von dem, was fiir andere Eiweisskorper festgestellt ist, mogen 
in dem Ausgangsmaterial begriindet sein; ich habe diese Frage 
nicht weiter verfolgt, es geniigte mir, festgestellt zu haben, 
dass das Chloroform eine Trennung der in der Verdauungs- 
losung vorhandenen Albumosen bewirkt hat, insofern, als die 




































ausgefiillte Albumose zweifellos primare war, und zwar Dys- 
albumose, die in Lésung gebliebenen anscheinend ein Gemisch 
yon Protalbumose mit Deuteroalbumosen, unter starkem Ueber- 
wiegen der letzteren. 

Endlich sei noch erwiihnt, dass aus mit Chloroform con- 
servirter Milch sich beim Stehen das Casein allmiéhlich voll- 
stiindig uusscheidet, indem es zugleich das Fett vollstandig mit- 
reisst. Die tiber dem Casein stehende, gelbliche, neutral rea- 
virende Fliissigkeit ist vollig frei von Casein, enthalt dagegen 
unverindertes Lactalbumin, welches beim Erhitzen auscoagullrt. 

Ks scheint mir sehr bemerkenswerth, dass die beiden 
untersuchten Milchproben, trotzdem sie 13 Jahre lang auf- 
bewahrt waren — eine kleine Probe trug das Datum 1. Juli 1887, 
eine erdssere yon 3 Liter Milch mit 9 eem. Chloroform § das 
Datum 1. August [887 — sich, abgesehen von einer gelblichen 
Fiirbung des Milehserums, ganz unzersetzt erwiesen. Sie 
zelgten nach dem Austreiben des Chloroforms beim Erhitzen 
den normalen Milehgeruch und = enthielten keine Albumosen 
oder Pepton, wenigstens nicht sicher nachweisbar. Die Filtrate 
von dem auscoagulirten Albumin gaben allerdings Triibung 
mit Essigsiiure > Ferrocyvankalium und schwache Biuretreaction, 
letztere. sowohl direkt, als nach der vorgiingigen Ausfillung 
mit Phosphorwolframsiiure, allein das findet man sehr hautig 
auch bei kituflicher Milch; diese zweifelhaften Spuren sind 
also bedeutungslos.') Ausserdem gelang es tbrigens nicht, 
durch Ammonsulfat Albumosen auszufiillen: es entstanden zwar 
sehr geringe, harzige Fiillungen, sie waren aber in heissem 
Wasser nur zum kleinsten Theil l6slich, und diese L6sung 
gab keine Biuretreaction. Auch das Filtrat von dieser 
Kiillung gab keine Biuretreaction, wie das eigentlich nach 
dem Belfund bei der direkten Anstellung der Biuretreaction 
hiitte der Fall sein miissen. 

Daraus folgt, dass die Mileh kein bei neutraler Reaction 
wirkendes proteolytisches Ferment enthilt, andererseits aber 


1 Vel. hiertiber Feinberg, Zeitschr. f. klin. Med., Bd. 33, Heft 5-6 
ISO7, Ss. 16 des S-A. 
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auch, und das scheint mir von grosserer Bedeutung, dass 


Albumin bei noch so langer Aufbewahrung seiner LoOsung 
keine «spontane» Zersetzung unter Bildung von Albumosen 
und Peptonen erleidet. Das gilt allerdings zunachst nur 
von LactalbuminlOsungen, darf aber wohl verallgemeinert 
werden. Wo sich also derartige Veriinderungen bei gewohn- 
licher Temperatur zeigen, hat man stets Grund, ein Enzym 
anzunehmen. 

Ob die Caseinabscheidung etwa auf einem geringen 
Giehalt der Milch an Labferment beruht, bleibt noch zu unter- 
suchen, direkt schliessen kann man es aus dem Befund nicht, 
denn auch aus kiiuflicher sterilisirter Milch scheidet sich bei 
liingerer Aufbewahrung Casein ab. 











Ueber die Eiweisskérper der Kaltbliitermuskeln und ihre 
Beziehung zur Warmestarre. 
Von 
Dr. Otto vy. Fiirth, 
Privatdocent und Assistent am physiologisch-chemischen Institut 
der Universitit zu Strassburg 1. E. 


Aus der zoologischen Station zu Neapel und aus dem physiologisch-chemischen Institut 


zu Strassburg 1. KE.) 


(Der Redaction zugegangen am 3. November 1900.) 


Vor einigen Jahren!) habe ich mich mit dem Studium 
der Muskeleiweisskérper der Wirbelthiere beschaftigt und ins- 
besondere auch gewisse Gerinnungsbedingungen derselben_ in 
ihrer muthmasslichen Beziehung zu einigen Formen der Muskel- 
starre zum Gegenstande einer Untersuchung gemacht. 

Kin Aufenthalt an der zoologischen Station zu Neapel 
bot mir die Méglichkeit, diese Untersuchungen auf die Muskel- 
eiweisskoOrper wirbelloser Thiere auszudehnen. Eine, wenn 
aueh nur vorkiufige, Orientirung nach dieser Richtung schien 
mir insofern nicht unerwiinscht zu sein, als nur hodchst spar- 
liche Angaben iiber diesen Gegenstand vorlagen und die welt- 
gehenden morphologischen Verschiedenheiten gegeniiber der 
quergestreiften Wirbelthiermuskulatur eine Identitiit der chemi- 
schen Zusammensetzung von vornherein nicht erwarten lessen. 


1) Veber die Eiweisskérper des Muskelplasmas. Arch. f. exper. 
Pathol. und Pharmak. Bd. 36, S. 230—274. 1895. 

Ueber die Einwirkung von Giften auf die Kiweisskérper des Muskel- 
plasmas und ihre Beziehung zur Muskelstarre, ebenda Bd. 37, 5. 388—412. 
[ROG. 







































— 339 — 


Krukenberg?!) erhielt aus den Schwanz- und Scheerenmuskeln 
des Hummers, aus den Schliessmuskeln einiger Muscheln, sowie 
aus den Armmuskeln einer Cephalopodenart (Eledone moschata ) 
durch Extraction mit verdiinnter Kochsalzl6sung «Myosin: -artige, 
durch Siéttigung mit Kochsalz, sowie durch einen grossen 
Veberschuss von Wasser fiillbare Substanzen: eine niihere 
Charakteristik derselben wurde nicht versucht. Die wiisserigen 
Extracte aus Muskeln dieser und einiger anderen wirbellosen 
Thiere begannen sich bet 37—%45° zu triiben und gaben 
ywischen 40—)55° eine Gerinnung: eine zweite Gerinnung 
wurde vielfach etwa zwischen 55—65° beobachtet und endlich 
noch regelmiissig eine spiirliche Gerinnung zwischen 69—80°. 


Zum Gegenstande der Untersuchung wihlte ich zunichst 
die Arm- und Mantelmuskulatur von Octopoden; fiir die 
beschaffung des Materials bin ich Herrn Cavaliere Dr. Lo 
bianeo zu besonderem Danke verpflichtet. 

Ks sel mir gestattet. beziiglich des histologischen Charakters 
derCephalopodenmuskelIn eine Bemerkung vorauszuschicken. Knoll?) 
unterscheidet bei den Cephalopoden, ebenso wie bei anderen Mollusken 
und den meisten Thierklassen tiberhaupt, protoplasmaarme. weisse und 
protoplasmareiche, gelblich gefiirbte Muskeln:; bei den Cephalopoden 
sehdért die Muskulatur des Herzens und der Buecalmasse zu_ letzterer, 
diejenige der Arme und des Mantels zu ersterer Kategorie. «Die Muskel- 
fasern am Arm waren zumeist lang ausgezogen, von geringem Breiten- 
‘urchmesser, in der Kerngegend etwas verbreitert; die Rindensubstanz 
auf dem Liings- und Querschnitt theils homogen, theils fibrillar ge- 
crehnet, mit feiner Punktirung des Querschnitts und zu den Fasern 
nahezu parallelen Liingsstreifen. Fast stets aber fanden sich vereinzelt 
oder in kleineren Gruppen breitere. deutlich schriiggestreifte, auf dem 


1) Die Gerinnungstemperaturen der KiweisskOrper in den contrac- 
‘ilen Geweben der Thiere. Priifung der Muskeln auf myosinartige Korper. 
Vergleichende physiologische Studien 1. Reihe, 2. Abtheilung, 5. 2—14. 
IX8O. 

Weitere Studien zur vergleichenden Muskelchemie. Vergleichende 
hysiologische Studien 2. Reihe, 1. Abtheilung, 3. 146—147. 

2) Ueber protoplasmaarme und protoplasmareiche Muskulatur. 
Denkschriften der K. Akad. d. Wiss. Wien, Bd. 58. 1891. S. 633—700. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XXXI. 22 











Querschnitt strahlg gezeichnete Fasern in den Priparaten eingesprengt : 
doch war auch an diesen Fasern die Marksubstanz in der Regel auf 
einen diinnen Axenstrang eingeschrinkt.» 

Zur Extraction der Eiweisskérper bediente ich mich, 
ebenso wie ich es seiner Zeit bei Verarbeitung von Wirbel- 
thiermuskeln gethan hatte, einer physiologischen Kochsalz- 
losung. Die Rumpf- und Armmuskulatur einer oder mehrerer 
grossen. Exemplare von Octopus wurde fein zerhackt, mit 
Quarzsand unter Zusatz 0,6 °/oiger Kochsalzlosung gut verrieben, 
nach Hinzutiigen einiger Tropfen Toluol 6—15 Stunden bei 
Zimmertemperatur stehen gelassen und sodann mit Hilfe einer 
eisernen Tincturenpresse ausgepresst. Die erhaltene milchige 
liissigkeit’) wurde filtrirt; im Gegensatze zum Plasma aus 
Wirbelthiermuskeln gelang es hier ziemlich leicht, ein fast 
klares, farbloses Filtrat zu erhalten. 

Dieses Muskelplasma begann sich bei langsamem = Er- 
hitzen ber 42° zu triiben. Die Triibung nahm_= schnell zu 
und wurde milchig: bei 61° erfolgte Abscheidung gallertiger 
Gerinnsel unter Klirung der iiberstehenden Fliissigkeit. Das 
Filtrat begann sich jenseits 70° wieder zu triiben und in der 
Mitte der 7Oer Grade schied sich wieder ein nicht sehr reich- 
licher Niederschlag ab. 

Das Muskelplasma gerann spontan beim Stehen tiber 
Nacht unter Abscheidung gallertiger, auf der Oberfliiche der 
Fliissigkeit schwimmender Platten. Eine deutliche Herabsetzung 
des Coagulationspunktes der im Plasma noch gelést gebliebenen 
Kiweisskorper, wie sie bei theilweise geronnenen Wirbelthier- 
muskelplasmen sich zu finden pflegt, konnte hier nicht beob- 
achtet werden: die Fliissigkeit begann sich im  Gegentheil 
einige Grade spiiter, bet 45°, zu triiben und gab bei 63° eine 
gallertige Gerinnung: das klare Filtrat, langere Zeit auf 55—60° 
erhitzt, triibte sich neuerlich. 

Verdiinnte Essigsiiture und Salzsaure gaben in dem 
Muskelplasma reichliche, im Ueberschusse sehr leicht lésliche, 
ceoncentrirte Mineralsiuren im Ueberschusse schwer [0s- 
liche Fallungen. 


Alkohol bewirkte einen Niederschlag, der im_ frischen 




































Zustande in Wasser leicht léslich war, nach zweitigigem Ver- 
weilen unter Alkohol aber nur mehr eine geringe Menge eines 
bei 55—60° gerinnenden EiweisskOrpers an Wasser abgab. 

Die Fillung durch Ammonsulfat begann Jenseits 1/4- 
Sittigung. 4/3-Sittigung bewirkte einen reichlichen Nieder- 
schlag. Bei 3/2-Siattigung fand sich eine gréssere Kiweissmenge 
im Niederschlage, als im Filtrate. Der Niederschlag verlor 
iiber Nacht zum groéssten Theile seine Loéslichkeit in Wasser; 
die erhaltene Losung triibte sich bei 45—)d0° und gab bei 
))—b60" eine gallertige Gerinnung. 

Das bei !/2-Siittigung gewonnene Filtrat wurde mit Ammon- 
sulfat in Substanz gesiittigt. Der Niederschlag loste sich am 
nichsten Tage leicht und vollstiindig in Wasser. Die LoOsung 
triibte sich bei 47° und gerann wiederum bei 55—60°. 
Nach Erwiirmen derselben mit Natronlauge bewirkte Zusatz 
einer 15° oigen Ammoniumehloridlésung einen volumindsen 
vallertigen Niederschlag: ein Verhaliten, das dem Mvyogen im 
(regensatze zum Myosin eigenthiimlich ist. 

Das Myogen ist nach den Erfahrungen am Siiugethiermuskel durch 
eine Reihe von EFigenschaften anderen Eiweisskérpern gegeniiber scharf 
charakterisirt. die seine [dentificirung leicht ermdglichen. Durch eine 
Anzahl von Substanzen. wie Caleiumchlorid. Ammoniumcehlorid, Rhodan- 
natrium, salicevisaures Natron, Coffeinsalze u. A. wird es allmahlich in 
einen anderen Fiweisskérper. das «<lésliche Myogenfibrine, iibergefihrt, 
welcher letztere ausserordentlich leicht bereits bei Zimmertemperatur in 
eine geronnene Modification tibergeht. Der Uebergang des bei 55—b0° 
coagulirenden Myogens in losliches Myogenfibrin offenbart sich in auf- 
falliger Weise durch eine Herabsetzung der Gerinnungstemperatur um 
ungefihr 20 Grade. Eine andere nicht minder charakteristische Eigen- 
schaft des Mvyogens ist sein Verhalten gegen gewisse Fillungsmittel bet 
Abwesenheit von Neutralsalzen. Eine durch Diffusion salzfrei gemachte 
Myogenlésung wird weder von verdiinnter Essigséiure, noch von Schwer- 
metallen, wie Silbernitrat, Kupfersulfat, Kisenchlorid, Bleiacetat gefallt; 
auf weiteren Zusatz eimer geringen Menge eines Neutralsalzes erfolgt 
edoch sogleich eine voluminése Fallung. 

Auch dem globulinartigen, durch Diffusion fallbaren Myosin gegen 
liber macht sich der gerinnungsbeférdernde Einfluss der erstgenannten 
Agentien. wie Caleiumchlorid, Rhodannatrium u. dergl., geltend, ohne 
dass es jedoch vor der Gerinnung zur Bildung eines loslichen Zwischen- 
produktes kiime. 








Die Gegenwart typischen Myosins in dem aus Octopus- 
muskeln erhaltenen Plasma konnte ausgeschlossen werden, da 
der durch Halbsittigung mit Ammonstulfat fiillbare Ejiweiss- 
korper nicht, wie das Myosin, unterhalb 50°, sondern analog 
dem Myogen zwischen 55-—60° coagulirte. 

Zur Prifung auf Myogen wurde ein frisch bereitetes 
Plasma mit dem gleichen Volumen Ammonsulfat versetzt, der 
Niederschlag abtiltrirt, das Filtrat durch Siittigung mit Ammon- 
sulfat in Substanz gefiillt, der Niederschlag abfiltrirt. mit ge- 
siittigter Ammonsulfatlbsung gewaschen und sodann in Wasser 
eelost. Von der bet 55—60° coagulirenden, durch Sittigung 
mit Natriumechlorid) oder Magnesiumsulfat nur unvollstindig 
Millbaren Lo6sung wurden Proben mit dem= gleichen Volumen 
Calciumehtorid t0°,0, Ammoniumehlorid 15° 0, Rhodannatrium 
10°%/o, salicylsaures Natron 10°/0 und benzoesaures Cofleinnatvon 
oo versetzt. In keiner der Proben, und ebensowenig in 
den mil) physiologischer Kochsalzlosung versetzten Kontroll- 
proben, trat) innerhalb 18 Stunden bet 25—30° eine Ver- 
anderung ein. 

Da die EiweisslOsung nicht sehr concentrirt gewesen war 
und ich bei meinen friiheren Versuchen die Abhiingigkeit der 
Wirkung der gerinnungsbefOrdernden Agentien von dem Eiwelss- 
vehalt der angewandten” Fliissigkeiten kennen = gelernt hatte, 
wiederholte ich den Versuch mit) aus Octopusmuskeln frisch 
bereitetem, sehr eiweissreichem Plasma. Diesmal triibte sich 
die mit) GCalctumehlorid versetzte Probe allmithlich und setzte 
innerhalb 2 Tagen bet Zimmertemperatur ein sehr reichliches, 
fast die gesummite Eiweissmenge einschliessendes Gerinnsel ab, 
wiihrend alle anderen Proben  vollstiindig klar blieben. Die 
heim Muskelplasma der Wirbelthiere beobachtete, ausserordent- 
lich krattige gerinnungsbef6ordernde Wirkung der Rhodan- und 
Coffeinsalze, sowie auch des salicvlsauren Natrons war hier 
sonuch giinzlich ausgeblieben. 

Da ich seiner Zeit) eine Rethe von Agentien, wie Blut- 
serum, Elereiweiss u. A. kennen gelernt hatte, die im Stande 
~ind, die miichtige gerinnungsbet6rdernde Wirkung der vor- 
erwihnten Substanzen den Muskeleiweisskérpern  gegeniiber 

















aufzuheben, und die Gegenwart jihnlicher Factoren bei meinen 
cegenwiirtigen Versuchen nicht ohne Weiteres ausgeschlossen 
werden konnte, untersuchte ich das Verhalten des Octopus- 
plasmas bei der Diffusion, um weitere Anhaltspunkte zur Iden- 
tificirung der vorliegenden Proteinsubstanzen zu gewinnen. 

Frisch bereitetes Octopusmuskelplasma wurde 1 Tag 
vegen fliessendes Wasser, sodann 1 Tag gegen destillirtes 
Wasser diffundirt. Der massenhafte, gelatindse Niederschlag 
wurde abfiltrirt, @ewaschen, sodann mit verdiinnter Ammon- 
sulfathbsung verrieben: der grésste Theil blieb ungelést; die 
Fliissigkeil enthielt nur eine geringe Menge zwischen 55—60" 
coagulirendes Eiweiss. Die von Dilfusionsniederschlag befreite, 
nur Spuren von Kochsalz enthaltende, klare, sehr eiweissreiche 
Flitssigkeit gab, im Gegensatz zu einem analog behandelten 
Siiugethiermuskelplasma, reichliche Fillungen, sowohl mit Essig- 
siure als auch mit Sechwermetallsalzen, mit) Ausnahme des 
Kisenchlorids, dessen fiillende Wirkung jedoch auch nach Zu- 
satz von Natriumehlorid ausblieb. Sie gerann bei 60°. 

Zur Darstellung eines Analvsenpriiparates wurde eine 
nach demselben Verfahren aus in SalzlOsung conservirten! 
Muskeln dargestellte Diffusionsfliissigkeit, durch tropfenweisen 
7Zusatz von verdiinnter Essigsiiure gefiillt. Der nach Hinzufiigen 
des gleichen Volumens Alkohol sich gut absetzende Nieder- 
<chlag wurde auf einem Rohseidefilter gesammelt, mit Wasser, 
Alkoho!l und Aether gewaschen und bei 100° zur Gewiclits- 
constanz getrocknet. Die Analyse ergab: 


CG = 92.86 %/o 
H — 7,12°%o 
N 15.63°/o (nach Dumas). 


Die Analysen des aus Kaninchenmuskeln dargestellten 
Myogens hatten als Mittelwerth ergeben: 
C == 52.69 
I 6,93° 
N = 16,20°.6 (nach Kjeldahl). 


1) Da ein in Neapel aus frischen Octopusmuskeln dargestelltes 
Analysenpraparat leider wihrend des Transportes zu Grunde ging, sah 
ich mich auf conservirte Muskeln angewiesen, die frisch priaparirt in 


chemisch reine gesiittigte Ammonsulfatlésung eingelegt worden waren 














Ks handelte sich mir nun weiter darum, festzustellen, 
inwiefern die angegebenen Abweichungen vom Verhalten des 
Wirbelthiermuskelplasmas bei Wirbellosen regelmiissig ange- 
troffen werden. 

Kin aus Muskeln einer anderen Cephalopodenart, Sepia 
officinalis, nach analogem Verfahren dargestelltes Plasma 
triibte sich bei 40° und gab bereits bei 43° einen reichlichen 
gelatindsen Niederschlag: das Filtrat ecoagulirte abermals 
hei 45—47°. Das Sepienmuskelplasma gab mit Essigsdaure 
eine reichliche, im Uebersehusse leicht l6sliche Fillung: bei 
1/s-Siittigung mit Ammonsulfat Triibung, bei #/7-Sittigung einen 
Niedersehlag. Die Priifung der gerinnungsbefordernden Agentien 
in der beschriebenen Weise ergab auch hier wiederum das 
vollige Ausbleiben eines Effeetes beim Rhodannatrium, beim 
salicylsauren, beim = coffeinbenzoesauren Natron, wiihrend das 
Calciumehlorid so miichtig wirkte, dass sich am niichsten Tage 
die vom Gerinnsel befreite Fliissigkeit eiweissfret erwies. Eine 
schwache Wirkung des Ammoniumehlorids gab sich durch das 
Auttreten einer Triibung zu erkennen. 

[im die Untersuchung auf einen anderen Thierkreis aus- 
gzudehnen, untersuchte ich weiter Holothurien (Seewalzen). 
deren Muskulatur mir umsomehr ein nicht uninteressantes 
Studienobject zu bilden schien, als diese Thiere wohl die nie- 
drigst) organisirten sein diirften, von denen zu typischen 
Muskeln differenzirtes contractiles Protoplasma in- grosserer. 
zur chemischen Untersuchung ausreichender Menge — erhiilt- 
lich ist. 

20 grosse Exemplare von Stichopus regalis wurden 
durch Einlegen in gelinde erwiérmtes Chloroformwasser zur 
Erschlaffung gebracht, sodann aufgeschnitten, die zarten. 
briichigen liingsverlaufenden Muskelbiindel sauber herausprii- 
parirt, fein zerhackt und mit Quarzsand unter Zusatz von 
physiologischer Kochsalzlésung verrieben, wobei dieselben zu 
einer flockigen Masse zerfielen: nach 1/2 Stunde wurde coll’ 
und filtrirt. 














Das opalescente, gelbliche, sechwach alkalische Plasma 
triibte sich bei 47°, gerann bei 57—65°: das Filtrat gab in 
der Mitte der 7Oer Grade noch eine weitere, sehr’ spiirliche 
Gerinnung. Verdiinnte Essigsiiure und Salzsiiure gaben Fiillungen, 
ebenso Ammoniumchlorid nach vorausgegangenem Erwiirmen 
mit Natronlauge: bei 3/7-Sittigung mit Ammonsulfat. fiel nur 
ein spirlicher Niederschlag aus. Die Priifung der gerinnungs- 
hef6rdernden Agentien in der vorbeschriebenen Art ergab auch 
hier wiederum das Fehlen der Wirkung seitens des Rhodan- 
natriums, des coffeinbenzoesauren und des salievlsauren Natrons: 
es erfolgte weder nach 15 Stunden bei Zimmertemperatur, noch 
nach 6stiindigem Verweilen ber 30° die Bildung eines Ge- 
rinnsels, noch konnte nach dieser Zeit eine Verschiebung 
des Coagulationspunktes constatirt werden, wie sie bei den 
Muskelplasmen der Wirbelthiere als Vorliufer der Gerinnung 
revelmiissig beobachtet wird. Das Calciumehlorid entfaltete 
auch in diesem Falle eme miichtige Wirkung: eine) minder 
kriiftige, aber immerhin ausgeprigte Wirksamkeit machte sich 
beim Ammoniumchlorid geltend. 

Nach dem beschriebenen Diffusionsverfahren wurde eine 
salzireie, bet 55—60° gerinnende Fliissigkeit’ erhalten, die mit 
Schwermetallsalzen, wie Kupfersulfat, Zinkchlorid, Bleiacetat, 
Quecksilberechlorid und Silbernitrat, direkt reichliche Féllungen 
vab. Eisenchlorid dagegen gab auch nach Kochsalzzusatz auf- 
lilliger Weise hier, ebenso wenig wie beim Octopusplasma, 
einen Niederschlag. 

Ich moéchte anschliessend bemerken. dass die Muskeln der Holo- 
ihurien histologisch von denjenigen der Cephalopoden verschieden sind. 
Nach Ludwig) sind die Muskelfasern der Holothurien lang gestreckte., 
an den zugespitzten Enden verjiingte, glatte Cylinder von homogener 
Substanz. Quer- und Lingsstreifung scheinen giinzlich zu fehlen, und 
diirften dahinlautende Angaben einiger Autoren auf Tiiuschungen beruhen, 


die durch Faltungen der zarten Sarcolemms hervorgerufen worden 
Waren. 


Ks handelt sich also um glatte Muskulatur in des Wortes eigent- 
licher Bedeutung und ich moéchte es nicht unterlassen, hier auf eine aus 


1) Bronn, Klassen und Ordnungen des Thierreiches, 2. Bd., 
4. Abth.. 1. Buch, Seewalzen, von Hubert Ludwig, 1889—92. 
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dem Berliner physiologischen Institute stammende Arbeit!) hinzuweisen. 


deren Gegenstand die FEiweisskérper glatter Wirbelthiermuskeln bilden 
Durch Extraction der Muskulatur des Schweine- oder Gainsemagens mit 
physiologischer Kochsalzlésung erhielt Velichi ein spontan gerinnences 
Plasmma, aus dem durch Dialyse ein in verdiinnten NeutralsalzlOsungen 
lOslicher, durch Essigsiiure fallbarer, bei 54—60° coagulirender Eiweiss- 
kOrper niedergeschlagen wurde; das Filtrat enthielt einen albuminartigen. 
ber 46—50° gerinnenden FiweisskOrper. Eine Substanz letzterer Art ver- 
misste ich in den Muskeln von Stichopus: dagegen sah Krukenberg 


r-0 


die Extractionsfliissigkeit von Holothuria tubulosa bereits bei 45° ge- 
rinnhen. 

Immerhin scheint mir aus den angefithrten Beobachtungen 
hervorzugehen, dass man keineswegs kerechtigt ist, anzunehmen, 
dass jedem zu Muskeln differenzirten contractilen Protoplasma 
die gleichen Eiweisssubstanzen eigenthtimlich seien: wir sehen 
vielmehr nicht nur bei histologisch verschiedenen, sondern auch 
bei morphologisch anscheinend gleichwerthigen Muskelgeweben 
weitgehende Abweichungen ino ihrem chemischen Verhalten. 
deren niheres Studium von verschiedenen physiologischen Ge- 
sichtspunkten aus mir als eine nicht undankbare Aufgabe 
erscheint, 


HI. 


Anschliessend moéchte ich noch einige Bemerkungen tiber 
die Wiirmestarre der Kaltbliitermuskeln hinzufiigen. Bekannt- 
lich wird jeder Muskel, sobald die Temperatur des umgebenden 
Mediums eine gewisse Grenze erreicht hat, starr und unerreg- 
bar und man ist seit Kiihne’s?) classischen Versuchen  ge- 
wohnt, diese Erscheinungen auf die Gerinnung der Muskel- 
eiweisskorper zu beziehen. 

Neuerdings hat Vernon®) die Wiirmestarre der Muskeln 
von zahlreichen Kaltbliitern einer sehr sorgfiiltigen Unter- 
suchung unterzogen, wobei er die bei der Wiirmestarre ein- 
tretenden Muskelverkiirzungen graphisch verzeichnete und gleich- 


1) J. Velichi, Zur Chemie der glatten Muskeln. Centralbl. f. 
Phvsiol., Bd. 12, 8. 351—852. 

2) Myologische Untersuchungen, Leipzig 1860 S. 173 ff. 

3) Heat rigor in coldblooded animals. Journ. of Physiol. Bd. 24, 
S. 239—287, 1899. 
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yeitig durch elektrische Reizung jene Temperatur  feststellte, 
bei der die Muskelerregbarkeit dauernd verloren geht. — Ks 
ergab sich sowohl bei den willkiirlichen Muskeln wirbelloser 
Thiere (Mollusken, Krebse, Wiirmer), als auch verschiedener 
Amphibien, Reptilien und Fische, dass der allmahlich erwarmte 
\luskel zuniichst eine bleibende Verkiirzung erfiihrt, die sich 
bei den untersuchten Amphibien (Fréschen, Kroten, Axolotl, 
Salamander) zwischen 83—40°, bei Reptilien zwischen 38— 49°, 
hei Wirbellosen zwischen 24—53,9° vollzieht; der Verlust der 
Muskelerregbarkeit wurde bet 39— 48° beobachtel. Bei wirbel- 
losen Thieren geht dieser Verkiirzung regelmiissig eine ctwa 
zwischen 20 und 40° einsetzende hochgradige Erschlatlung 
voraus, die bereits von Schonlein!) niiher studirt worden 
ist. Nach einem mehr oder minder deutlich markirten Tem- 
peraturintervall folgt dieser ersten Verkiirzung eine zweite, 
meist etwa zwischen 50 und 57° beginnende Centraction. Was 
die Deutung dieser Erscheinungen betrifft, zweifelt Vernon 
nicht daran, dass die letztgenannte Verkiirzung einer Eiweiss- 
gverinnung zuzuschreiben sei. Die erste Verkiirzung koénnte 
wllerdings auch der Gerinnung eines Etweisskérpers — zuzu- 
schreiben sein, doch halt Vernon dies fiir unwahrscheinlich, 
da Beobachtungen tiber den unter gewissen Bedingungen er- 
folaenden Ruickgang einer solchen Verkiirzung nach daraul- 
lolgender Temperaturerniedrigung vorliegen und da Vernon 
die intravitale Existenz eines nach Art des léslichen Myogen- 
librins bereits zwischen 30 und 40° gerinnenden Eiweisskorpers 
nicht fiir erwiesen annimmt: er vermuthet daher, die initiale 
Verkiirzung sei eher eine Art von Tetanus. 

Ohne die MoOglichkeit einer innerhalb der genannten Tem- 
peraturgrenzen erfolgenden tetanischen Contraction bestreiten 
zu wollen, glaube ich doch sagen zu miissen, dass mir, speciell 
beim Frosche, das intravitale Vorkommen des loslichen 
Myogenfibrins, das ich im Muskelplasma des Frosches nie 
vermisst habe, durch Kiihne’s Beobachtungen ausserordentlich 
walrscheinlich gemacht zu sein scheint. Nach Kiihne (1. e. 


1) Zeitschr. fiir Biologie, Bd. 36. 
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S. 179 ff.) wurde ein in Wasser oder Quecksilber von genau 
#09 C. getauchter Frosch-Sartorius augenblicklich starr, hart, 
undurchsichtig und sauer und verhielt sich dann gerade so 
wie ein todtenstarrer Muskel. Wurden ferner lebende Frosche 
derart in Wasser von 40° eingebracht, dass letzteres die 
Beine nur bis an die Mitte der Oberschenkel umgab, so. er- 
wiesen sich die erwiirmten Theile der Muskeln vollkommen 
starr, sauer und unerregbar: die tibrigen Theile der Ober- 
schenkelmuskeln dagegen waren kaum von normalen Muskeln 
zu unterscheiden. Cregentiber der Annahme von Schiff, «dass 
die Wiirmestarre nichts Anderes als die bekannte idiomuskuliire 
Zusammenziehung» sei, betont Ktithne, die Wiirmestarre von 
O° ser eine eclatante Gerinnung, umsomehr, als sie nicht nur 
dem schon todtenstarren, sondern sogar auch dem = gefaulten 
Muskel eigenthiimlich sei. Mit der Vorstellung eines Tetanus 
wire dieser Befund kaum zu vereinen; er erklirt sich aber 
fiusserst einfach aus dem Vorhandensein eines ber 40° ge- 
rinnenden Eiweisskorpers, der sich leicht nachweisen  lisst. 
Will man demzufolge trotzdem das intravitale Vorkommen des 
lOoslichen) Myogenfibrins bestreiten, so bleibt, wie mir scheint, 
nur die Moglichkeit bestehen, anzunehmen, das losliche Myogen- 
fibrin entstehe erst im Momente der Erwiirmung aus seiner 
Vorstufe, dem = Myogen. Dem = widerspricht aber meine Be- 
obachtung, dass, zum Mindesten in vitro, von einer solchen 
rapiden Umwandlung des bet 55—65° coagulirenden Myogens 
in losliches Mvogenfibrin bei schnellem Erhitzen nichts zu be- 
merken ist. Wiéhrend sich also bet Fréschen die Initialver- 
kiirzung innerhalb der Temperaturgrenzen der Gerinnung des 
loslichen Myogenfibrins abspielt, liegt der Beginn der 
secundiren Contraction (46,8 — 62,5°) zwelfellos inner- 
halb der Grenzen der Myosin- und Myogen-Gerinnung. 

Bei Durchsicht der Tabellen Vernon's, welche den Ver- 
lauf der Verkiirzungen einzelner Muskeln einerseits bei Rana 
temporaria, andererseits bet Rana esculenta verzeichnen, fiel 
mir auf, dass der Beginn der secundiiren Contraction bei der 
ersteren Species regelmissig um einige Grade niedriger’ fallt, 


als bei den entsprechenden Muskeln der letzteren Gattung: 






















Rana temporaria Rana esculenta 


Musculus Gastrocnemius 46.8 51.6—dd.5 
Sartorius 63.3 D7 S—60.0 
Rectus abdominis 500 61.0—62.5 
Hyoglossus 47 2—)0.6 D4.0-—55.0 


Bekanntlich besteht nach Schmiedeberg’s!) Unter- 
suchungen ein auffallender Unterschied zwischen den Muskeln 
von Rana temporaria und esculenta, insofern die charak- 
teristische starreerregende Wirkung des Coffeins bei ersterer 
Giattnng bedeutend mehr in den Vordergrund tritt, als be! 
letzterer. Da aus meinen friheren Untersuchungen hervor- 
geht, dass das Colfein zu jenen Substanzen gehort, die in vitro 
die Gerinnung des Muskelplasmas kriiftig bef6Ordern, liegt e-= 
nahe, anzunehmen, dass die stiirkere Wirkung des Coffein 
bel Rana temporaria in’ einer hochgradigeren Gerinnbarkeit 
des Muskeleiweisskorpers dieser Species eine einfache Be- 
eriindung finde. Selbstverstiindlich erfordert diese Annahme 
eine exacte Begriindung durch eine sorgfiltige vergleichende 
Lntersuchung, 

Was nun weiter die Wiarmestarre wirbelloser Thiere 
betrifft, hat Vernon den im Bereiche der ersten Verkiirzung 
wuftretenden Verlust der Muskelerregbarkeit bei Mollusken, 
Krebsen und Wiirmern zwischen 31,5—)0.5° beobachtet: dic 
bei einer spiiteren Untersuchung Vernon's?) an zahtreichen 
Wirbellosen festgestellte Todestemperatur bewegt sich inner- 
halb engerer Temperaturgrenzen: 34,0—45,5°. Nach Paul 
bert?) erholt sich eine junge Sepia nach 2 Minuten langem 


Verweilen in Seewasser von 36—37' 


) 


vollstiindig, wenn sie in 
kaltes Wasser zuriickgebracht wird: nach gleich langem Ver- 
weilen ber 38—39° erholt sie sich nieht mehr, doch bleiben 
die Muskeln noch erregbar: nach 2 Minuten bei 41—41.5' 


1) Ueber die Verschiedenheit der Coffeinwirkung an Rana temporaria 
und esculenta. Archiv f. exp. Path. u. Pharm. Bd. Il, p. 62. 

2) The death-temperature of certain marine organisms. Journ. ©. 
Physrol. Bd. 25, 1899, S. 131. 

3) Mémoire sur la Physiologie de la Seiche. Mémoire de la Societ: 
des Sciences de Bordeaux, T. V, 8. 116, 1867 
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dagegen ist jede Spur von Contractilitiét) verloren gegangen. 
Frenzel!) sah verschiedene Wirbellose zwischen 27—40° zu 
Girunde gehen. 

Ich versuchte bet Exemplaren von Octopus vulgaris und 
Kledone moschata die Einwirkung der Wiirme auf die lebende 
Muskulatur in der Art zu studiren, dass ich die Thiere nach: 
lL exkiill, wie andernorts geschildert,?) auf einem Gestell fixirte 
und ihre Kiemen mit frischem Wasser versorgte. Die Arme 
wurden in einem Sacke festgehalten, mit Ausnahme einer 
Extremitiit, die in einem benachbarten Gefiisse mit Wasser 
lixirt und daselbst mit dem Wasser langsam erwiirmt wurde. 
Man konnte so an demselben Thiere durch Erwiirmen  ver- 
schiedener Arme nach einander die Wirkung mehrerer Er- 
wiirmungsgrade gleichzeitig beobachten. Um 30° herum wurden 
die spontanen Bewegungen des Armes triige, ohne jedoch 
ganz zu sistiren: die Arbeit der Saugniipfe horte auf. Die 
ME xtremitéit reagirte noch auf mechanische Insulte mit schlangen- 
artigen Windungen, wobei die Spitze des Armes in charakter- 
istischer Weise eingerollt wurde. Ein auf 40° erwiirmter Arm 
erschien giinzlich schlaff, bewegungs- und reactionslos: die 
Spitze wird nicht mehr eingerollt. Bei 43° begann bereits die 
Haut sich in grossen Fetzen abzuschiilen. Eine deutliche 
Starre habe ich auch bei 46° nicht wahrgenommen. Eine 
unmittelbare Restitution im Laufe der niichsten Stunden nach 
Zuriickbringen der Thiere in kaltes Wasser konnte ich auch nach 
Krwiirmen auf nur 35° nicht bemerken. Die schlaffen Extre- 
mitiiten wurden passiv nachgeschleppt. Auf liingere Beob- 
achtung musste ich verzichten, da die Thiere ihre schlaffen 
Kxtremitiiten wiederholt wiihrend der Nacht selbst verzehrten. 

Vergleicht man die Temperatur, bei der die Muskel- 
erregbarkeit verloren geht, mit derjenigen, bei welcher die be- 
ginnende Coagulation der Muskeleiweisskorper sich durch das 
Auftreten einer Triibung verriith (etwa 30° beim Frosche, 


1) Temperaturmaxima fiir Seethiere. Pfliiger’s Archiv Bd. 36, 
1885, S. 458. 
2) Firth, Ueber den Stoffwechsel der Cephalopoden, s. o. 
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10° bei der Sepia, 47° bei Stichopus, nach Krukenberg 
37—45° bet verschiedenen Wirbellosen), so wird man zum 
Schlusse kommen miissen, dass auch die erste von Vernon 
heobachtete, meist weit unterhalb 50° sich vollziehende Ver- 
kiirzung wenigstens zum Theile einer Gerinnung von Muskel- 
eiweisskorpern zuzuschreiben sei. Fiir die zweite, meist jen- 
<eits 5O® beginnende Contraction wurde dies von vornherein 
nicht bezweifelt. 

Beziiglich der Frage, ob vielleicht eine Art Tetanus, wie 
ihn Vernon vermuthet, der durch Eiweissgerinnung hervor- 
verufenen Wiirmestarre vorausgehen kénne, moéchte ich mich 
darauf beschriinken, einige Sehliisse anzufiihren, zu denen 
Gad und Heymans') bei einer mit grosser Sorgfalt) aus- 
eefiihrten Untersuchung tiber den Einfluss der Temperatur aut 
die Leistungsfiihigkeit der Muskelsubstanz gelangen. Seite 105 
heisst es: «Es ist sehr lehrreich zu sehen, wie die Wirkungen 
des Muskels mehr und mehr durch Erhitzung abnehmen, bei- 
nahe bis auf Null, ohne dass eine Spur von Wiirmestarre 
suftritt, und ohne dass das innere Gefiige des Muskels dauernd 
veiindert wird. . .. Auf Grund dieser Erfahrungen ist man im 
Stande und gezwungen, die die Wiirmestarre bedingenden 
Vorgiinge weit schiirfer, als es bisher geschah, in Gegensatz 
zu stellen nicht nur gegen die Erregungsprocesse im Muskel 
liberhaupt, sondern auch gegen die Erregungsprocesse bei den 
hochsten fiir die Erregbarkeit noch zulassigen Temperaturen. 
Ferner wird bei specieller Besprechung des Einflusses der 
Temperatur auf den Tetanus (Seite 89) angefiihrt: «Bei hohen 
Temperaturen biisst der Muskel ebenso sehr an Summirbar- 
kelt. wie an Erregbarkeit ein. 

Diesen Angaben zufolge scheint mir die Vorstellung, dass 
ein elgentlicher Tetanus gewissermassen der unmittelbare Vor- 
infer der Wiirmestarre sei, der Schwierigkeit zu begegnen. 
dass nicht etwa eine Steigerung der Muskelerregbarkeit, son- 
dern vielmehr eine Herabsetzung derselben bei hohen Tem- 


1) Archiv fiir Anatomie und Physiologie. Physiolog. Abtheilung. 
“upplement-Band 1890, 

















peraturen thatsiéchlich beobachtet wurde.  Vielleicht konnte die 
von Santesson!) beim Studium gewisser Formen chemischer 
Muskelstarre entwickelte Vorstellung, die Starre entstehe da- 
durch, dass die ftir die Contraction charakteristischen Ver- 
iinderungen von dem durch das Gift veriinderten Muskelgewebe 
nicht mehr riickgebildet werden kénnen und so zuletzt fixirt 
werden, zu einer Losung des scheinbaren Widerspruches 
fiihren und in entsprechender Weise auch auf die der Wiirme- 
starre vorausgehenden Erscheinungen Anwendung finden. 


1) Ueber den Einfluss einiger Chinaalkaloide auf die Leistungs- 
fiihigkeit des Kaltbliitermuskels. Arch. f. exper. Path. u. Pharm., Bd. 30. 
1892, 5. 411. 

































Ueber den Stoffwechsel der Cephalopoden. 
Von 
Dr. Otto v. Fiirth, 


Privatdocent und Assistent am phvysiologisch-chemischen Institut 
zu Strassburg 1. FE. 


Aus der zoologischen Station zu Neapel und aus dem physiologisch-chemischen Institut 
zu Strassburg i. KE.) 


(Der Redaction zugegangen am 3. November 1900.) 


Unsere Kenntnisse von den Excretionsvorgingen im 
Stoffwechsel wirbelloser Thiere sind tiberaus spiirlich. Die 
wenigen auf diesem Gebiete festgestellten Thatsachen beziehen 
sich im Grossen und Ganzen auf die Ermittelung der chemischen 
Beschaffenheit von in den Ausscheidungsorganen gefundenen 
Concrementen, wobei man sich in der Regel mit der Aus- 
fiihrung der Murexidreaction und dergleichen, sowie wie mil 
der Feststellung der Losungsverhialtnisse und etwa noch der 
anorganischen Bestandtheile begniigte. Dort, wo die Unter- 
suchung Excremente betraf, konnte im Allgemeinen an eine 
Trennung des Nierensecrets von den Ausscheidungen des 
Darmes gar nicht gedacht werden. 

Kine eingehende chemische Untersuchung des von den 
Nieren eines wirbellosen Thieres ausgeschiedenen Harns als 
solchen ist meines Wissens nie ernstlich in Angriff genommen 
worden, trotzdem es auf der Hand liegt, dass ohne eine solche 
ein Urtheil tiber die Art der Stickstoffausscheidung nicht zu 
gewinnhen war. 

Ich benutzte daher einen mehrmonatlichen Aufenthalt an 
der zoologischen Station zu Neapel, um Materialien zur LOsung 
dieser Frage zu sammeln. Als Studienobject wihlte ich Ce- 
phalopoden. Die Lebhaftigkeit und Gefriissigkeit derselben 
deutete von vornherein auf einen regen Stoffwechsel; die Grosse 











und Lebensziihigkeit mancher Reprisentanten dieser Ordnung, 
namentlich der grossen Octopoden, das hiiufige Vorkommen 
derselben im Golfe von Neapel, sowie die anatomischen Ver- 
hiiltnisse lessen den Versuch, auf dem Wege vivisectorischer 
Kingriffe zu einem Ergebnisse zu gelangen, nicht aussichtslos 
erscheinen, Meine Erwartungen wurden nicht enttiiuscht. Teh 
erfiille eine angenehme Pflicht, indem ich den Herren Geheim- 
rath Prof. Dr. Dohrn, Prof. Eisig, Prof. Maver, Cavaliere 
Dr. Lo Bianco und Dr. Weinland fiir das mir zu Thei| 
vewordene freundliche Entgegenkommen, Herrn Dr. Lo Bianco 
insbesondere auch fiir die reichliche Versorgung mit Thier- 
material memes herzlichen Dankes versichere.  Iech modchte es 
bei dieser Gelegenheit nicht unterlassen, auf den, wie ich glaube, 
im Kreise der Fachgenossen noch nicht allgemein gewiirdigten 
Umstand hinzuweisen, dass die physiologische Abtheilung der 
zoologischen Station zu Neapel auch tiber ein gut ausgestatteles 
chemisches Laboratorium verfiigt, das die Ausfithrung der 
eewOhnlichen chemischen Untersuchungen und Operationen iam 
frischen Material an Ort und Stelle gestattet. 


I. Historisches. 


Die Nierensicke der Cephalopoden, sowie die sogenannten 
Venenanhiinge, deren anatomisches Verhalten weiter unten 
kurz dargelegt werden soll, wurden als solche und in threr 
physiologischen Bedeutung im Jahre 1835 von Mayer!) er- 
kannt. Siebold?) fand darin Anhiiufungen carmoisinrother 
rhombischer Krystalle, die von Krohn?) bei der Sepia regel- 
miissig angetroffen, beim Octopus, sowie beim Calmar (Loligo) 
stets vermisst wurden, 

Genauere Angaben iiber die genannten corpuscularen 
Klemente der Sepien riihren von Harless4) her. Harless 


1) Analecten fiir vergleichende Anatomie, Bonn 1835. 

2) Anatomie comparée, Bd. 1. S. 392. 

3) Ueber das Vorkommen von Entozoen und Krystallablagerungen 
in den schwamimigen Anhiingen der Cephalopoden, Frorieps Notizen. 

4) Ueber die Nieren der Sepia oder die sogenannten Venenanhiinge. 
Arch. f. Naturg.. Bd. 15, 3. 1—&, 1847. 


















fand die Menge derselben sehr verschieden, zuweilen = sehr 
<piirlich, zuweilen so reichlich, dass der Grund der Nieren- 
siicke damit angefiillt schien. Die mikroskopische Untersuchung 
ganz frischer, ohne Wasserzusatz angefertigter Priiparate 
ergab zwei Formen der zinnoberrothen Concremente: einerseits 
Kugeln, andererseits Krystalle von rhombischer Grundform. 
Setzte man Wasser zu, so fanden sich nur sehr wenig Kugeln, 
wiihrend die Menge der Krystalle vorherrschend — erschien. 
Wurden die Kugeln mit concentrirter Kalil6sung behandelt, so 
sing der Farbstoff in Lésung, wiihrend ein System concen- 
trischer Ringe zum Vorschein kam: das farblose Geriist liste 
sich erst theilweise bei lingerem Kochen. Wurde ein Priiparat 
sequetscht, so trat eine rothliche Fliissigkeit aus den kugeligen 
Concremente aus, aus der schéne grosse Krystalle sich ab- 
schieden. Harless folgert aus diesen Beobachtungen, dass 
die vorgefundenen Krystalle nicht nativ vorkommen, sondern 
vielmehr erst secundér durch Austritt des in den Kugeln in 
fliissigem Zustande enthaltenen Farbstoffs entstanden§ seien. 
Er fand die Krystalle unléslich in kaltem Wasser, in Alkohol, 
Aether, in organischen und kalten Mineralsiiuren, schwer l6s- 
lich in heissem Wasser, sehr leicht l6slich in Aetzalkalien: 
sie ldsten sich in kochender Salpetersiiure mit orangegelber 
Firbung, die auf Ammoniakzusatz in Purpurroth umschlug. 
Diesem Verhalten zufolge spricht Harless die Krvystalle als 
Harnsiure an. Das nach Extraction des Farbstoffs zuriick- 
gebliebene Geriist der Concremente enthalte kohlensauren Kalk 
und Kieselséure. 

Blasius!) fand in Concrementen aus den Harnsiicken 
von Nautilus nicht die geringsten Spuren von Harnsiiure. 
Dieselben bestanden hauptsiichlich aus phosphorsaurem Kalk; 
daneben fand sich phosphorsaure Ammoniakmagnesia, phos- 
phorsaures Kisenoxyd, ferner schwefel- und phosphorsaurer Kalk. 

Paul Bert?) bestiitigte das Vorkommen der Harnsiiure 


1) Bronn, Klassen und Ordnungen des Thierreichs, Bd. 5, 
>. 1390—91, 1861. 

2) Mémoire sur la physiologie de la Seiche. — Mem. de la Soc. 
des Sciences de Bordeaux T. 5, 1867, S. 115—137. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XXXI. 
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bei der Sepia. Er gibt an, dass der Urin von Sepia keinen 
Harnstoff enthalte: doch war das von ihm angewandte Ver- 
fahren, wie L. Fredericg (s. u.) richtig bemerkt, eher dazu 
angethan, etwa vorhandenen Harnstoff zu zerstoren, als nach- 
zuweisen, indem er die filtrirte Urinfliissigkeit mit Salpeter- 
siiure eindunstete. 

Léon Fredericq!) fillte 18 ecm. aus den Nierensiicken 
mehrerer Individuen gesammelten Octopusharns von der Dichte 
1035 mit dem mehrfachen Volumen Alkohol; es bildete sich 
ein zum Theil aus elweissartigen Substanzen  bestehender 
Niederschlag. Das Filtrat desselben wurde am Wasserbade 
eingedamptlt, der Riickstand in wenig absolutem Alkohol auf- 
eenommen;: die nach Abdunsten des Alkohols zurtickgebliebenen 
Tropfchen liessen nach Zusatz von etwas Salpetersdure keine 
fiir salpetersauren Harnstoff charakteristischen Krystallformen 
erkennen. Die Alkoholfiillung wurde mit Wasser wiederholt 
ausgekocht. Der Riickstand der wiisserigen LoOsung zeigte 
weder eine Krystallisation auf Salpetersiurezusatz, noch gab 
er die Murexidreaction. Es konnte also weder das Vorkommen 
von Harnstoff, noch von Harnséure nachgewiesen werden. 

redericq untersuchte ferner Concremente, die den 
Venenanhingen von Octopus anhafteten. Diese l6sten sich 
unter leichtem Aufbrausen in heisser Salpetersiure; die Losung 
hinterliess einen citronengelben Riickstand; Zusatz von Am- 
moniak bewirkte keine Purpurfiirbung; dagegen trat auf Zusatz 
eines Tropfens Kalilauge Rothfarbung auf, die beim Erwarmen 
in ein schoénes Violett tiberging. Fredericq glaubt aus dieser 
Reaction auf die Abwesenheit von Harnsiure und auf die 
Gegenwart von Xanthin oder Guanin im Harne des Octopus 
schliessen zu sollen. 

Huxley?) gibt an, dass die Concremente im Harne der 
Cephalopoden vorwiegend aus phosphorsaurem Kalk bestehen 
und keine Spur Harnsiure enthalten. 


1) Sur organisation et la physiologie du poulpe. — Bull. de lAc. 
royale de Belgique, 2. Serie, T. 46, No. 11, 1878. 


”) 


“ The anatomy of invertebrate animals, 5. 524, 1877. 

















Vigelius!) widerspricht der Angabe von Harless, dass 
die von Letzterem beschriebenen Krystalle sich erst secundiir 
durch Austritt von Farbstoff aus den kugeligen Elementen 
bilden, und schreibt den Krystallen eine selbstindige Ent- 
stehungsweise zu. Er fand die Krystalle in ihrer Form mit 
Harnsaurekrystallen tbereinstimmend, doch gelang es ihm nicht, 
eine ausgesprochene Murexidreaction zu erhalten. Neben den 
von Harless beschriebenen corpusculiiren Elementen fanden 
sich im Harn frischer Thiere constant in grosser Menge scharf 
conturirte Kiigelchen von schwach griiner Farbe, die wohl 
als farbloses Stadium der vorbeschriebenen Kugeln zu_be- 
trachten sein diirften. 

Zweifeln gegeniiber, die an der secretorischen Natur der 
Venenanhiinge der Cephalopoden tiberhaupt laut geworden 
waren, wiles Solger?) nach, dass injicirtes indigschwefelsaures 
Natron, als dessen specifisches Ausscheidungsorgan bei Siiuge- 
thieren von Heidenhain die Niere erkannt worden war, 
durch die Venenanhiinge nach aussen geschafft wird und auf 
~einem Wege das Epithel derselben zu firben vermag. 

Krukenberg?) fand in den durch Alkohol conservirten 
Venenanhiingen eines Cephalopoden*) schone Krystallrosetten, 
aus gefiirbten Tiifelchen mit abgerundeten Ecken bestehend;: die 
Krystalle gaben in ausgezeichneter Weise die Murexidreaction. 

Endlich wiiren zwei aus neuester Zeit stammende An- 
gaben tiber den Cephalopodenharn zu erwahnen. 

Schoénlein®) erhielt durch Anschneiden der Harnsiicke 


1) Ueber das Excretionssystem der Cephalopoden, Niederliénd. 
Archiv fiir Zoologie, Bd. 5, S. 129, 1880. 

2) Zur Physiologie der sogenannten Venenanhinge der Cephalo- 
poden, Zool. Anzeiger, Bd. 4, 1881, 5. 379—S80. 

3) Untersuchungen des physiolog. Instituts Heidelberg, Bd. 2, 1882, 
>. 412—413. 


4) Die Species ist in der betreffenden Abhandlung nicht angegeben. 


Aus einem Hinweise in Krukenberg, Vergl. physiol. Vortrige, Heidelberg 
1886, S. 33, ist jedoch zu entnehmen, dass es sich um Sepia officinalis 
cehandelt habe. 

5) Notiz iiber den Harn von Octopus. Zeitschrift fur Biologie 
Bd. 36, 1898, S. 548. 
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von Octopus einige Cubikcentimeter eines sauren Harns, der meist 
sandige, orangerothe Concremente enthielt: diese verbrannten 
unter Horngeruch, waren léslich in  Alkohol und gaben 
Murexidreaction: der Harn gab auf Zusatz von Calciumchlorid 
einen reichlichen Gypsniederschlag. 

Lindemann!) (s. u.) unterband bei einer’ kleinen 
Cephalopodenart (Eledone moschata) die Nierenausfithrungs- 
ginge und sah darauf die Thiere innerhalb einiger Tage zu 
(Girunde gehen. Ueber den Harn iiussert er sich folgender- 
massen: 

Bei der Section habe ich die Nephridialsiicke prall mit 
schleimig triiber Fliissigkeit geftillt gefunden. Die Fliissig- 
keit enthielt Sphiirokrystalle der Harnsiiure, ziemlich viel Zellen 
(fast ausschliesslich flache Epithelzellen) und bei der chemischen 
Untersuchung habe ich Ammoniak und Harnstoff nachweisen 
kOnnen. Die Fliissigkeit wurde mit Alkohol gefallt: durch 
Verdunsten des Alkohols entstand ein krystallinischer Nieder- 
schlag, der sich in absolutem Alkohol zum Theil l6ste. Nach 
Abdampfen dieses zweiten Extractes entstanden ziemlich zahl- 
reiche Krystalle, welche von Bromlauge unter Gasbildung zersetzt 
wurden und mit Salpetersiiure und Oxalsiiure die charak- 
leristischen krystallinischen Verbindungen gaben. Auch war 
eine ziemlich grosse Menge eines Eiweisskorpers darin ent- 
halten, durch Essigsiure féllbar, lOslich in Alkali. Néher habe 
ich ihn nicht untersucht; allerdings scheint er mit dem Globulin 
des Blutes nicht identisch zu sein, » 


II. Die Gewinnung des Cephalopodenharns. 


Bevor ich zur Besehreibung des zum Zwecke der 
Gewinnung des Cephalopodenharns von mir geiibten Verfahrens 
iibergehe, modchte ich eine kurze, zum Verstiindniss noth- 
wendige Darlegung der anatomischen Verhiiltnisse, soweit sic 
die Octopoden betreffen, vorausschicken. Ich folge dabei im 


1) Uriimie bei Cephalopoden. Ziegler’s Beitrige zur pathol. Anat. 
27. Bd., 1900, S. 490—93. 
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Wesentlichen den Darlegungen von Vigelius und Grob ben,') 
dessen wichtigen Untersuchungen es in erster Linie vor- 
behalten war, die einschligigen, von ihren Vorgiingern = in 
sehr widerspruchsvoller Weise gedeuteten Verhaltnisse aufzu- 
kliiren, sowie der tibersichtlichen von Vogt und Jung?) 
cvegebenen Darstellung. 

Bei den Octopoden ist der Bauchtheil des sogenannten 
Mantels durch eine mediane Muskelmasse mit der die Ein- 
ceweilde iiberkleidenden Haut verbunden; wird diese Muskel- 
masse durchgeschnitten und nach Aufschlitzen des Mantels 
die Kiemenhohle besichtigt, so erblickt man den ventralen 
Theil des Eingeweidesackes, dessen riickwirtiger Abschnitt 
fast ganz von den beiden, von der Eingeweidehaut iiber- 
zogenen Harnsiacken eingenommen wird. Diese sind bei 
Miinnchen von der Bauchseite her ohne Weiteres zugiinglich, 
bei Weibchen jedoch theilweise von den grossen Nidamental- 
driisen bedeckt. Zu beiden Seiten gewahrt man die auf der 
Ventralfliiche des Harnsackes aufsitzenden kurzen, papillenartig 
vorspringenden Ureteren. Diese sind beim Octopus asym- 
metrisch gestellt. Die rechte Ureterpapille liegt nahe der 
Kiemenbasis; die linke ist weit medianwirts gertickt. Auch 
die Harnsicke sind asymmetrisch entwickelt; der rechte ist 
erOsser als der linke. Die Harnsiicke buchten sich nicht nur 
nach vorn und nach riickwiirts von den Papillen aus, sondern 
schlagen sich auch lateralwirts um die dorsale Seite der 
Kingeweide herum. (Man kann sich leicht einen Begriff von 
ihrer Ausdehnung machen, wenn man eine Caniile in die 
Ureteren einfiihrt und Luft einbliist.) Die Bauchwand des 
Harnsackes ist glatt, zart und lasst sich nur schwer von der 
Korperwand lésen. Bei unaufmerksamer Priiparation § reisst 
man die Wand des Harnsackes ein, worauf sich die « Venen- 
anhinge« vordriingen. So geschah es denn, dass altere 
Autoren die glatte Innenwand des Harnsacks als Bauchfelltasche 


1) C. Grobben, Morphologische Studien tber den Harn- und 
Geschlechtsapparat, sowie die Leibeshéhle des Cephalopoden. Arb. a. d. 
z00l. Inst. der Univ. Wien, Bd. V, Heft 2, 1883. 

?) Vogt und Jung, Lehrb. d. vergl. Anatomie, 1888, Bd. 1, 5S. 885. 








auffassten. Die Riickenwand der Harnsiicke ist stark gefaltet, 
indem sie die schwammigen Anhiinge der Hohlvenen iiberzieht 
und allen ihren Windungen folgt. Die Venenanhige ragen in 
Gestalt spongiéser, geblicher, birn- oder keulenfOrmiger Gebilde 
ins Lumen der Harnsiicke hinein. Die Venenanhiinge sind bliischen- 
fOormige Ausstiilpungen der Venenwande: die zahlreichen darin 
enthaltenen Muskelfasern bewirken die lebhaften schlangen- 
fOrmigen Bewegungen dieser Gebilde, welche bei der Beob- 
achtung am = lebenden Thiere auffallen. Die Venenanhange 
sind mit einem Cylinderepithel tiberkleidet. Die Zellen = sind 
von stark lehtbrechenden Ko6rnern durchsetzt und = zeigen 
eine Streifung an der Basis; die glatten Theile der Nieren- 
siicke sind dagegen von einem Pflasterepithel tiberzogen. Dic 
Wiinde der Ureteren sind dicker, liingsgefaltet, besitzen eine 
Innere Schicht von Liingsmuskeln und eine diussere Sehicht 
von Kreisfasern, sowie ein Cylinderepithel. Aeltere Autoren 
haben angenommen, dass Meerwasser in die Siicke eindringe, 
um die Gefiisse zu bespiilen. Paul Bert!) widerlegte diese 
Annahme durch Versuche mit gefirbten  Fliissigkeiten und 
auch Leon Fredericg?) wies auf die Unrichtigkeit dieser 
Vorstellung hin. Die Muskulatur der Ureteren sehhesst im 
Allgemeinen die Siiecke gegen das Meerwasser ab; nur von 
Zeit zu Zeit wird der Inhalt der Letzteren nach = aussen 
getrieben: die Thiere besitzen sonach die Einrichtung einer 
echten intermittirenden Harnentleerung. 

Durch einfaches Anschneiden der Harnsiicke gewinnt man 
selbst bei den grossten Exemplaren nur wenige Cubikcentimeter 
Urin. Um zur chemischen Untersuchung ausreichende Quantitiiten 
davon zu erhalten, ging ich so vor, dass ich die Ureteren 
unterband, die Thiere einige Tage am Leben liess und sodann 
den in reichlicher Menge in den prall gefiillten Harnsiicken 
angesammelten Urin aus denselben entnahm. 

Die Unterbindung der Ureteren beim Octopus erfordert einen 
operativen Eingriff, insofern der Mantel eingeschnitten werden muss, 
um dieselben bequem zugiinglich zu machen. Die Ureteren lassen sich 































zwar allenfalls auch ohne Weiteres mit einer von der Mantelspalte aus 
eingefiihrten langen Pincette fassen, doch ist es beim lebenden, sich 
miichtig contrahirenden Thiere wohl schwerlich méglich, in dieser Art 
die Unterbindung durchzufiihren, da das zarte Gewebe der Ureter- 
papillen bei stirkerer Zerrung einreisst. Was den operativen Eingriff 
selbst betrifft, musste derselbe, da das Thier nach demselben in moéglichst 
normalen Verhiiltnissen weiterleben sollte, in) méglichst schonender 
Weise und insbesondere derart ausgefiihrt werden. dass die Athmung 
durch die Lision der Mantelmuskulatur in keiner Weise gestért wurde. 
Nach mannigfachen Versuchen ergab sich mir folgendes Verfahren als 
zweckmiassig, 

Der Octopus wird nach dem von Uexkiill angegebenen Verfahren!) 
derart gefesselt, dass die 8 Arme in einen Sack gesteckt wurden, worautf 
man diesen oberhalb der Augen fest zusammenschniirte; eine Manipula- 
tion, die in Anbetracht der grossen Kraft und Geschmeidigkeit des 
Thieres einige Uebungen erfordert. Das Thier wird nun auf einem 
passend geformten Gestell, das den Sack mit den Armen in eine Art 
Korb zu lagern gestattet. mit dem Bauche nach aufwiirts festgebunden 
und sogleich vermittelst eines von der Mantelspalte aus in die Kiemen- 
hohle eingefiihrten Glasrohres, durch einen kriiftigen Strom Seewassers 
fiir die Athmung gesorgt. Nunmehr wird an der Bauchtliiche des Mantels 
zuniichst durch die Haut, sodann durch die ganze Dicke der Muskel- 
schicht ein Einschnitt gemacht, der auf einer Seite etwa 2 cm. von der 
\ittellinie und 3 em. vom oberen Mantelrande beginnend in der Richtung 
von innen nach hinten aussen in der Lange von 2—3 ecm. verliiuft. 
Werden die Schnittrinder von einem Assistenten mit Haken auseinander 
vedriingt, so gelingt es nun leicht, die Ureterpapille der betreffenden 
Seite zu finden, mit Hilfe einer Hakenpincette vorsichtig vorzuziehen 
und zu unterbinden. Nun wird die Mantelwunde sogleich durch eine 
Reihe von Knopfniihten verschlossen, wobei man sich einer starken, 
cekriimmten Nadel bedienen und die Vorsicht gebrauchen muss, dte 
bewegungen derselben durch den von oben her durch die Mantelspalte 
eingefiihrien Zeigefinger der linken Hand zu iiberwachen, da sonst, 
angesichts der oft miichtigen Muskelcontractionen des Thieres, das dicke 
Wasserstrahlen durch die Mantelwunde herausspritzt, es leicht geschehen 
kann, dass der Harnsack angestochen wird. Sodann wird die Haut- 
wunde durch eine Matratzennaht geschlossen, die gleiche Operation aut 
der anderen Seite ausgefiihit und das Thier ins Bassin zuriickgebracht. 
Meist erholt sich der Octopus schnell und die Athmung nimmt bald den 


1) Kine Beschreibung dieses’ Fixirungsverfahrens, sowie eine 
Abbildung der angewandten Vorrichtung findet sich in einer Arbeit von 
Ida Hyde, Beobachtungen iiber die Secretion der sogenannten Speichel- 
driisen von Octopus Macropus. Zeitschrift fiir Biologie Bd. 35, S. 459—477. 

































normalen Rhythmus an. Das angegebene Verfahren besitzt den Vortheil, 
dass ein dicker, den Mantelrand umgebender Muskelring dabei intact 
bleibt und so die Athembewegungen weniger gestért erscheinen, als 
wenn durch einen vom Mantelrande her verlaufenden Einschnitt diese 
Muskelfasern durchtrennt werden. 

Die so oOperirten Thiere zeigten mit Ausnahme eines kleinen 
Octopus, der nach 2 Tagen todt aufgefunden wurde, in ihrem Aussehen 
und Verhalten, sobald sie sich nach Ablauf einiger Stunden vom 
ingriffe erholt hatten, keinen Unterschied gegeniiber normalen Thieren, 
mit Ausnahme des Umstandes, dass sie keine Nahrung zu sich nahmen. 

Ich pflegte die frisch aus dem Meere gebrachten Thiere womdglich 
eine Woche, zum Mindesten aber einige Tage vor der Operation in den 
bassins des Laboratoriums zu belassen. Da ich die Untersuchung von 
Stoffwechselprodukten im Auge hatte, musste ich darauf Werth legen, 
die Thiere woméglich im Zustande der Verdauungsthatigkeit zu operiren 
und vorher reichlich zu fiittern. Es standen ihnen daher in den Bassins 
stets lebende Exemplare ihrer Lieblingsbeute, Carcinus  maenas, in 
ausreichender Menge zur Verfiigung. Die Mehrzahl der Octopoden 
begann denn auch, nach mehrtigigem Aufenthalte im Bassin, Nahrung 
zu sich zu nehmen. 

Ich muss das, mit Ausnahme der Nahrungsverweigerung, anscheinend 
normale Verhalten der operirten Octopoden um so mehr betonen, als, 
wie vorerwiihnt, Lindemann nach Unterbindung der Ureteren bei 
einer nahe verwandten Cephalopodenart, Eledone moschata, einen sehr 
auffallenden  Symptomencomplex mit pathognostischer Stellung der 
Mxtremitiiten u. dgl. beschrieben hat, der nach kurzer Zeit den Tod 
herbeifiihrte und den er als «Uriimie» anspricht. Da die im vergangenen 
Jahre gleichfalls an der zoologischen Station ausgefiihrte Untersuchung 
leider erst, nachdem ich Neapel verlassen hatte, zu meiner Kenntniss 
velangte, habe ich es unterlassen, meine Versuche auf Eledone moschata 
auszudehnen. Ich kann aber nicht verheblen, dass die Deutung der 
Erscheinungen als Urimie mir um so mehr einer Nachpriifung bedirftig 
erscheint, als sich doch ein grosser Gegensatz im physiologischen Ver- 
halten so nahe verwandter Gattungen, als es Octopus und Eledone?) 
sind, kaum erwarten liisst. 

In jenen Fallen, wo ich die operirten Octopoden erst nach Ablaut 
von mehr als 4 Tagen tédtete, fanden sich die Harnsicke rupturirt und 
zwar in der Regel an der Stelle des Ansatzes der Ureterpapille, wo durch 
das Einschneiden der Ligatur ein locus minoris resistentiae entstanden 
war. Ich pflegte daher die There 1—3 Tage nach der Operation zu 
Offmen. Man sieht dann nach Durchtrennung des Mantels die ge- 


1) Nach Vigelius (1. ¢.) stimmt die Octopusniere mit der Eledone- 
niere bis auf geringe Unterschiede morphologisch tiberein. 














— 363 — 


fiillten Harnsacke in Form von gelblichen Blasen sich vorwélben, und nach- 
dem der Mantel umgestiilpt worden ist, gelingt es leicht, wiihrend das 
Thier freischwebend gehalten wird, durch einen Einschnitt am abhiingigsten 
Theile des Sackes, den Inhalt vollstaindig zu entleeren. Anfangs pflegte 
ich so vorzugehen, dass ich eine feine Caniile in die Ureteren einfiihrte 
und den Urin durch Ansaugen mit Hilfe einer Pipette gewann, doch 
empfiehlt sich dies weniger, namentlich weil ein etwa vorhandenes Sedi- 
iment, das sich in einem Zipfel des vielfach gebuchteten Sackes abgesetzt 
hat, auf diese Weise leicht der Beobachtung entgeht und eine vollstindige 
(cewinnung des angesammelten Urins, wofern man am lebenden Thiere 
arbeitet, dabei nicht gewiihrleistet ist. So gab ich denn auch bald den 
Versuch auf, dasselbe Thier nach neuerlicher Unterbindung der Ureteren 
und neuerlicher Naht zu wiederholter Uringewinnung zu benutzen. 
Meine Bemiihungen, eine Versuchsanordnung zum Zwecke der 
Beobachtung des zeitlichen und quantitativen Verlaufs der Harnsecretion 
auszuarbeiten, fiihrten einstweilen zu keinem befriedigenden Erfolge; die 
seringe Intensitét des Secretionsvorganges, das grosse Volumen der Harn- 
siicke, die Empfindlichkeit des Circulations- und Respirationsapparates. 
der, wie man sich am Anblick der Kiemenherzen ohne Weiters iiberzeugen 
kann, in Unordnung geriith, sobald die Kiemenhéhle in Folge Durch- 
trennung des Mantels breit freigelegt wird, stehen da hindernd im Wege. 
Doch zweifele ich nicht daran, dass diese Hindernisse keineswegs uniiber- 
windlich sind. Ein Erfolg wiire um so erwiinschter, als das physiologische 
und pharmakologische Studium der Functionen dieses Secretionsapparates, 
der sich in so weitgehender Weise von den analogen Organen des Wirbel- 
thieres unterscheidet und gewissermaassen mit einem ungeheueren Glome- 
rulus verglichen werden kénnte, tiber den der Harnsack nach Analogie 
mit der Baumann’schen Kapsel gestiilpt ist, vielversprechend wiire. 


Der gewonnene Harn bildete eine etwas ziihe, ganz klare, 
deutlich saure, schwach gelblich gefirbte Fliissigkeit. 

Was die Menge desselben betrifft, unterliegt dieselbe 
jedenfalls bedeutenden Schwankungen, die wohl in erster Linie 
von der Ernihrung, aber vermuthlich auch von anderen Ver- 
haltnissen abhiangig sein diirften. In wie weiten Grenzen sich 
die Schwankungen bewegen, geht z. B. daraus hervor, dass 
von 2 annihernd gleich grossen Octopoden nach vorhergehender 
Krabbenfiitterung und 3 tigiger Ureterenunterbindung der eine 
‘6 com., der andere dagegen 140 ccm. Urin producirt hatte. 
Letztere Menge bildet das Maximum des mir von einem Thiere 
velieferten Nierensecretes. Aus einer Reihe von 9 Beobach- 
lungen an Thieren, die nach 1—% Tagen getddtet worden 
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waren, ergibt sich fiir die pro Tag gelieferte Harnmenge 


als Minimum ...... . 159 cem., 
als Maximum... .. . . &O ceEm., 
als Mittelwerth . . . . . . 36 com. 


wobei bemerkt werden muss, dass die gréssten von der Station 
gelieferten Octopusexemplare im Gewichte von mehreren Kilo 
zu den Versuchen benutzt worden sind. Im Allgemeinen 
scheint mir sowohl die Harnmenge, als insbesondere auch die 
Menge des Sediments bet gut geniihrten Thieren grésser zu 
sein als ber hungernden. Da ich, wie erwiahnt, im Beginne 
meiner Versuche, wo ich den Urin durch Aushebern gewann, 
nicht gentiigend auf den Umstand geachtet hatte, dass erheb- 
liche Sedimentmengen in Zipfeln der Harnsiicke versteckt bleiben 
kOnnen, vermag ich tiber diesen Punkt keine genauen Angaben 
zy machen, 

Auffallend ist) es immerhin, dass sich sowohl die weit- 
aus grosste Tagesmenge!) Urin, (80 com, bei einem 4 kg schweren 
Qetopus), als auch die weitaus grdsste Menge Harnsiuresedi- 
ment (s. u.) bei einem Thiere fanden, das unmittelbar nach 
einer ganz ungewoOhnlich reichlichen Mahlzeit) operirt worden 
war: es handelte sich um einen grossen Octopus, der ein 
kleineres, im selben Bassin befindliches Exemplar der gleichen 
Species in der Nacht iiberfallen) und = zum Theile  verzehrt 
hatte. 

Durch eine weitere Versuchsreihe, die das Gewicht und 
die Erniihrung des Versuchsthieres, die Dauer des Versuchs, 
die Menge und den Stickstoffgehalt des Harns und des Sedi- 
ments sowie den Gehalt desselben an Harnsiiure genau zu be- 
riicksichtigen hiitte, wire es leicht, tiber diesen Punkt ins Klare 
zu kommen. Ich beabsichtige das Versiiumte bei niichster Ge- 
legenheit: nachzuholen. 

Die angesammelten Urine wurden, insoweit ich sie nicht 
sogleich verarbeitete, in) gut verschliessbaren Flaschen nach 


1) Kine relativ noch gréssere Urinproduktion ergab sich bei einem 
Thiere, das -& Stunden nach subcutaner Injection einer Ammoniumacetat- 
ldsung zu Grunde gegangen war und innerhalb dieser Zeit 44 ccm. Urin 
geliefert hatte. 


























Zusatz von soviel reinen Toluols autbewahrt. dass dieses 
eine zusammenhiingende Schichte tiber der Fliissigkeitsoberfliiche 
hildete. 


III. Untersuchung des Harnsedimentes. 

Wie oben erwiihnt, fand sich im Harne eines grossen 
Octopus, der nach einer ungewoOhnlich reichlichen Mahlzeit 
operirL worden war, eine verhiiltnissmiissig betrichtliche Menge 
von Sediment. Dasselbe bestand aus mohnkorngrossen, rothlich 
sefiirbten Concrementen von unregelmiissiger Begrenzung, die 
bei mikroskopischer Untersuchung eine kornige Beschaffenheil 
ohne deutliche Structur zeigten. 

Kine Probe des Sedimentes hinterliess beim Eindampfen 
mit Salpetersaure einen citronengelben Riickstand. Zusatz von 
Ammoniak bewirkte eine orangerothe Fiarbung, keine Purpur- 
firbung. Auf Zusatz von Natronlauge trat) cine prachtvoll 
violettrothe Firbung auf. 

Kine Probe wurde ino warmer” verdtinnter Natronlauge 
velost. Aus der mit Salzsiiure tibersiittigten Losung schied sich 
nach eintiigigem Stehen ein feinkOrniger Bodensatz ab. 

Das gesammte Sediment wurde nunmehr unter verdiinnte 
Salzsiiure gebracht. Am = niichsten Tage ergab die mikro- 
<kopische Untersuchung, dass sich ein grosser Theil desselben 
in eine farblose Krystallmasse umgewandelt hatte. Die Kry- 
<talle bestanden aus dicken Siiulen und Nadeln. Die Nadelin 
lagen theils einzeln, meist aber waren dieselben zu faicher- 
fOormigen Rosetten vereinigt. Die Siiulen waren an den Enden 
theils schriig, theils anscheinend senkreeht zu den Seitenflichen 
begrenzt, theils aufgefasert und erschienen oft treppenartig 
an einander gereiht. Neben den beschriebenen Formen fanden 
sich auch sehr feine, parallel an einander gelagerte, beider- 
<eits zugespitzte Nadela. 

Nachdem das Sediment mehrere Wochen in’ Bertihrung 
mit der Salzsiiure geblieben war, wurde es mit der Saéure am 
Wasserbade eingeengt, wobei der grosste Theil der Masse in 
LOsung ging. 

Der spiirliche Riickstand wurde durch Centrifugiren ab- 
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getrennt, zweimal mit Wasser aufgeschwemmt und _ neuerlich 
centrifugirt. Bel mikroskopischer Untersuchung erwies er sich 
wus unregelmissig begrenzten Schollen (Zellresten ?) bestehend. 
kr gab keine Murexidreaction. 

Proben der klaren gelben Salzsiurelésung zeigten 
folgendes Verhalten: 

Ammoniakalische Silberlésung bewirkte einen reichlichen. 
velblich weissen flockigen Niederschlag, der im Ueberschuss von Ammo- 
niak sich auch beim Erwiirmen nicht léste. Das Filtrat von diesem 
Niederschlage, mit) ammoniakalischer Magnesiamischung versetzt, gab 
keine weitere Fallung mehr. Wurde der Silberniederschlag einige Minuten 
vekocht, so schwiirzten sich dic Flocken. 

Phosphorwolframséure gab einen gelblichen Niederschlag. 
Dieser léste sich vollstindig beim Erwarmen und schied sich beim lang- 
samen Erkalten in Form sehr regelmiéssig ausgebildeter braunlichgelber 
Wiirfelehen oder wiirfeliinlicher Rhomboeder wieder ab. Der Nieder- 
schlag wurde durch Decantation gewaschen, mit einigen Tropfen concen- 
trirter Salpetersiiture am Wasserbade eingedunstet; der gelbliche Riick- 
stand, in eine Ammoniakatmosphire gebracht, farbte sich sch6n rosenroth. 

Jodquecksilberkalium bewirkte keine Fallung; auf Zusatz 
von Natronlauge fiel ein réthlichbrauner Niederschlag aus. 

Kine Probe blieb auf Zusatz einer gesiittigten wiisserigen Pikrin- 
siiurelésung zuniichst klar; nach einigem Umschiitteln kam es zur 
Abscheidung eines gelben Krystallpulvers. Bei mikroskopischer Unter- 
suchuny erwies sich dieses als durchaus homogen und aus eigenthiim- 
lichen y-formigen Gebilden bestehend, deren zugespitzte Schenkel an den 
einander zugekehrten Riindern” siigeformige Ziihnelungen trugen; die 
Krvstalle losten sich beim Erwiirmen. 

Tannin bewirkte keine Fallung, ebensowenig Quecksilber- 
ehlorid; dagegen fiel auf Zusatz von Quecksilberacetat ein reich- 
licher, weisser, grobflockiger Niederschlag aus. 

Metaphosphorsiure bewirkte eine aus mikroskopischen Koérn- 
chen bestehende, in Salzsiiure unloésliche, in Natronlauge lisliche Fiéllung. 

Kinige Tropfen der salzsauren Liésung, mit concentrirter Sal- 
petersiiure eingedampft, hinterliessen einen gelben Riickstand, der sich, 
in eine Ammoniakatmosphire gebracht, sogleich intensiv orangeroth 
tirbte. Zusatz von einem Tropfen Natronlauge liste mit orangegelber 
arbe; beim Abdunsten der Liésung nahm der Riickstand eine intensiv 
blaurothe Farbung an. Auf Zusatz von Wasser erfolgte wiederum Lésung 
init orangegelber Farbung, beim Eindunsten Umschlag in Blauroth. 

Kinige Tropfen der salzsauren Lésung, mit frisch bereitetem Chlor- 
wasser atm Wasserbade eingedampft, hinterliessen einen braungelben 
Riickstand. Dieser, in eine Ammoniakatmosphire gebracht, farbte sich zu- 

















Beim Erwirmen firbte er sich rothbraun: auf Zusatz von 
Wasser erfolgte Lésung mit schén purpurrother Fiarbung, die beim Auf- 
kochen verschwand; auf weiteren Zusatz von 1 Tropfen Natronlauge 


niichst nicht. 


trat eine blaurothe Farbung auf (Weidels sche Reaction). 

Kine Probe der salzsauren Lésung, mit Ammoniak iibersiittigt und 
reichlich mit 15%oiger Ammoniumchlorid losung versetzt, blieb zunachst 
klar, am niichsten Tage hatte sich ein krystallinischer aus nadelformigen 
Prismen bestehender Bodenzusatz sebildet. 

Da die mitgetheilten Erscheinungen, wie ersichtlich, es 
noch zweifelhaft erscheinen lessen, ob eine von der Harnsiiure 
verschiedene Substanz vorliege, oder ob das Verhalten, inso- 
weit es von demjenigen reiner Harnsiiture abwich, durch Bei- 
mengungen bedingt sei, versuchte ich zum Zwecke weiterer 
Reinigung aus der Hauptmenge der salzsauren Losung die 
Harnsiure nach dem von Jaffé angegebenen Verfahren in 
Form eines Pikrates abzuscheiden. Zu diesem Behufe wurde 
die salzsaure Losung mit gesiittigter, wiisseriger Pikrinsiiure- 
losung versetzt: die Fliissigkeit blieb zuniichst klar. Nach 
einigem Umschiitteln und Reiben der Gefisswiinde mit einem 
Glasstabe begann die Abscheidung von Krystallen. 

Die mikroskopische Untersuchung des schweren Krystall- 
pulvers ergab ein von dem vorbeschriebenen Pikrate durchaus 
abweichendes Verhalten. Es fanden sich Tafeln mit schiefen 
Winkeln, einzeln liegend oder aber Rosetten und Durchwach- 
sungen bildend, theils diinn, theils zu dicken Platten und 
Prismen geformt. 

Das nach eintiigigem Stehen abgetrennte Krystallpulver 
wurde mit Pikrinsiiurelésung, sodann mit Alkohol ausgewaschen 
ind lufttrocken mit verdiinnter Salzsiiure behandelt. Beim 
Aufkochen erfolgte L6sung. Beim Erkalten schied sich Pikrin- 
siiure in langen, intensiv gelb gefiirbten Krystallnadeln ab. Es 
wurde nunmehr mit Aether geschiittelt, wobei sich die 
Krystalle mit gelber Farbe im Aether l6sten: das Ausschiitteln 
wurde mit neuen Portionen Aether so lange wiederholt, als 
dieser noch eine gelbe Fiirbung annahm. Noch wiihrend des 
Ausschiittelns begann in der nunmehr entfirbten wiisserigen 
“chichte die Abscheidung farbloser Krystalle. 
3ei mikroskopischer Untersuchung erwiesen sich diese 
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durchwegs aus sehr regelmiassig ausgebildeten, langen schlanken 
Sdiulchen mit parallel verlaufenden Seitenliufen und gerader 
Begrenzung bestehend. Die Krystalle lésten sich nicht in 
sturkem Ammoniak, dagegen leicht in verdinnter Natronlauge 
und in Natriumcarbonat. Die Lésung in Natriumearbonat, auf 
mit Silbernitrat befeuchtetes Filtrirpapier getupft, bewirkte da- 
selbst) dunkle, beim Trocknen des Papiers deutlich hervor- 
tretende Flecken. 

Kine Probe des abgetrennten Krystallpulvers hinterliess 
beim Eindampfen mit concentrirter Salpetersiure einen gelben 
Riickstand, der sich bei starkerem Erhitzen schwach_ rothete 
und wuf Zusatz von Ammoniak eine prachtvolle Purpurfarbung, 
auf weiteren Zusatz von 1 Tropfen Natronlauge eine schone 
blauviolette Firbung annahm. 

ine Probe entfiirbte Fehling sche Fliissigkeit beim Kochen : 
doch kam es zu keiner Abscheidung von Kupferoxydul. 

I's ist also sicher ein Stoff vorhanden, der die qualitativen 
Reactionen der Harnsiiure zeigt. Ein quantitativer Nachweis 
war im Hinblick auf die geringe Menge nicht zu fthren. 
Vermuthlich war urspriinglich eine Beimengung vorhanden, die 
die Murexidprobe beeintrachtigte. 

IV. Untersuchung der Harnflussigkeit. 

Der Harn yon Octopus enthalt auffallender Weise stets 
Kiwetiss: ich habe dieses niemals vermisst, gleichviel, ob der 
Harn nach Unterbindune der Ureteren oder ohne diesen Ein- 
erill dem lebenden Thiere enthommen war. Der Eiweissgehalt 
ist nicht sehr bedeutend (in einem Falle fand ich 0,12°/o, in 
einem andern 0,07% 0), immerhin ist diese physiologische Albu- 
minurie eine beachtenswerthe Erscheinung. 

Der Harn begann sich bei langsamem Erhitzen jenseits 
50° zu triiben: die Triibung nahm = allmiiblich zu, ballte sich 
jedoch erst zwischen 75—80" zu einem grobflockigen Nieder- 
schlag. Der durch Ammonsulfat ausgesalzene, abfiltrirte und 
neuerlich in Wasser geldste Eiweisskérper coagulirte nunmehr 
bei 80°. Halbe Siittigung des Harnes mit Ammonsulfat be- 
wirkte reichliche, aber nicht vollstiindige Fallung. Stark ver- 
diinnte Essigsiiture oder Salzsiiure gaben reichliche, im Ueber- 























— 369 — 


schusse sehr leicht lOsliche Niederschlige. Der von Eiweiss 
befreite Harn gibt weder Biuretreaction noch Fiéllung mit Essig- 
siiure, enthalt sonach weder Mucin noch Pepton. 

Das Blut des Octopus enthielt) unvergleichlich gréssere 
Kiweissmengen als der Harn (nach L. Fredericq 8—9/o). 
Die fiir das Blut charakteristische Proteinsubstanz ist das 
kupferhaltige Hiémocyanin; es coagulirt nach Angaben des 
vorerwéihnten Autors zwischen 65—75° und wird von Neutral- 
salzen innerhalb der Globulinfiillungsgrenzen nicht nieder- 
eeschlagen. An eine Identitiit desselben mit dem Harneiweiss 
ist umsoweniger zu denken, als sich die Beimengung_ selbst 
klemer Hamocyaninmengen zum Harne sogleich durch eine 
charakteristische blauliche Fiirbung zu erkennen gibt, die berm 
Schiitteln mit Luft noch erheblich zunimmt. Ich konnte mich 
wiederholt bei Gelegenheit des Katheterisirens lebender Thiere 
davon tUberzeugen, da es dabei leicht geschieht, dass man die 
zarten Venenanhinge mit der Caniile verletzt. Wurde der 
llarn erst einige Zeit nach dem ‘Tode enthommen (z. B. bei 
Thieren, die von den Fischern todt herbeigebracht wurden), 
<0 zeigte derselbe hiiufig eine ziihe, scehleimige Beschallen- 
heit, 

Um die Frage nach dem <Auftreten von Harnstoff mit 
Riicksicht auf Lindemann s positive Angaben, sowie auf den 
Ausfall der Bestimmungen nach Morner-SjOqvist (s. u.) zu 
entscheiden, habe ich zu wiederholten Malen = gréssere Harn- 
portionen zu 30—40 cem., meist von gut gefiitterten Thieren 
herruhrend, sowohl ganz frisch, dem lebenden Thiere  ent- 
hommen, als auch unter Toluol conservirl, nach dem Liidy- 
schen Verfahren auf Harnstoff untersucht. Zu diesem Zwecke 
wurde der durch Kochen jiber freier Flamme_ enteiweisste 
Harn am Wasserbade eingedampft, der Riickstand wiederholt 
mit kochendem 95°/oigen Alkohol extrahirt, die filtrirte alkoho- 
lische Liésung unter Zusatz einer alkoholischen Losung von 
O-Nitrobenzaldehyd eingedampft, der kérnige Riickstand so 
lange mit kochendem Alkohol extrahirt, als sich dieser mit 
salzsaurer Phenylhydrazinlésung noch réthlich firbte, sodann 
iit ein wenig 10°/oiger Schwefelsiiure gekocht und salzsaures 
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Phenylhydrazin hinzugefiigt. In keinem Falle trat auch nur 
eine Spur der charakteristischen Rothfirbung auf. 

Da es mir aufgefallen war, dass ein urspriinglich schwach 
saurer Harn beim Eindampfen auf dem Wasserbade Ammoniak 
entwickelte, ging ich in zwei Fiillen so vor, dass ich das 
Kindampfen am Wasserbade ganz vermied und die enteiweissten 
Harne im Vacuum itiber Schwefelsiiure bei einer 40° nicht 
iibersteigenden ‘Temperatur zur Trockene dunstete. Das Re- 
sultat war gleichwohl ein negatives. 

Endlich erschien es mir wahrscheinlich, dass, falls Harn- 
stoff iiberhaupt als Stoffwechselprodukt der Cephalopoden von 
wesentlicher Bedeutung sel, er doch wenigstens nach Zufuhr 
organischer Ammonsalze zum Vorschein kommen miusse, 
ihnlich wie dies bei Versuchen von W. v. Schroder an 
Froschen thatsiichlich gelungen ist. Ich injicirte daher einem 
grossen Octopus nach Unterbindung der Ureteren 7 ccm. einer 
5? yigen L6sung von essigsaurem Ammon unter die Riicken- 
haut. Das offenbar schwer vergiftete Thier ging nach Ablauf 
einiger Stunden zu Grunde. Auch hier gelang es nicht, in 
dem ziihschleimigen, in der Menge von 44 ccm. angesammelten 
Harn Harnstoff nachzuweisen. 

Was die Harnsiiure betrifft, welche als wesentlicher 
Bestandtheil der Harnconeremente ftir den Stoffwechsel der 
Cephalopoden wohl von der allergréssten Bedeutung ist, konnte 
ich dieselbe im Harne als solehem durch die Murexidreaction 
hochstens in Spuren nachweisen. 

Dagegen tritt eine andere Substanz aus der Puringruppe 
in groOsserer Menge auf. 50 ccm. Harn wurden enteiweisst, 
mit Ammoniak iibersiéttigt, der entstandene gelatindse Nieder- 
schlag abfiltrirt und das Filtrat mit ammoniakalischer Silber- 
lOsung gefillt. Der ziemlich reichliche flockige Niederschlag 
wurde abfiltrirt, mit Wasser gewaschen, sodann in einigen 
Cubikcentimetern kochender Salpetersiure vom specifischen 
Gewicht 1,1 unter Zusatz einiger Harnstoffkrystillchen (zur 
Vermeidung des Auftretens salpetriger Siiure) gelést. Aus der 
heiss filtrirten LOsung schied sich beim Erkalten ein schwerer, 
farbloser, krystallinischer Niederschlag vom Aussehen_ der 




















Hypoxanthinsilberverbindung ab, theils aus feinen graden, zu 
Biischeln angeordneten Nadeln, theils aus dtinnen, linglichen, 
abgeschriagten, zu zierlichen Rosetten angeordneten Pliattchen 
bestehend. Das Krystallpulver wurde abfiltrirt; das salpeter- 
saure Filtrat blieb beim Uebersiittigen mit} Ammoniak klar: 
es war sonach kein Xanthin vorhanden.') Der Niederschlag 
wurde in Wasser aufgeschwemmt, durch Zusatz einiger Tropfen 
Schwefelammoniumlésung zersetzt, das Schwefelsilber abfiltrirt, 
das von Schwefel getriibte Filtrat eingedampft und der Riick- 
stand in einer kleinen Menge kochenden Wassers aufgenommen. 
Die erkaltete klare Losung, mit gesiittigter wisseriger Pikrin- 
siiureldsung versetzt, gab keine auf Adenin zu beziehende 
Fillung, wohl aber entstand auf weiteren Zusatz von 1 Tropfen 
Silbernitrat sogleich ein reichlicher, flockiger, gelbbrauner 
Niederschlag, der, abfiltrit und gewaschen, an Ammoniak Pikrin- 
siiure abgab, sonach wohl als die Pikrinsiiuresilberverbindung 
des Hvpoxanthins angesprochen werden. diirfte. 

Um einer noch etwa mdglichen Verwechselung mit 
(juanin vorzubeugen, wurde aus einer anderen Harnfraction 
von 35 cem., wie vordem, der mit ammoniakalischem Silber 
lillbare Niederschlag abgetrennt, sodann in Wasser suspendirt, 
durch Einleiten von Schwefelwasserstoff zersetzt, filtrirt, das 
Filtrat gekocht und eingeengt. Metaphosphorsaurezusatz be- 
wirkte keine Triibung: es konnte demzufolge die Gegenwart von 
(juanin ausgeschlossen werden, das nach Pohl?) durch das 
genannte Reagens gefiillt: wird. 

Um eine, wenn auch nur ganz ungefiihre Vorstellung 
dariiber zu gewinnen, wie sich die Menge der in fester Form 
eliminirten Harnsiiure zu derjenigen des Harnhypoxanthins ver- 
hilt, wurde ein nach reichlicher Krabbenfiitterung operirtes 
Octopusweibchen nach 3 Tagen get6dtet und einerseits das 
ziemlich reichliche, kérnige, gelblich rothe Sediment, anderer- 
seits der klare, saure, etwas ziihfliissige Harn (55) ccm.) 
moglichst ohne Verlust gesammelt. Sowohl das Sediment als 


1) Vide Hoppe-Seyler. Handbuch der physiologisch- und 
pathologisch-chemischen Analyse, 6. Aufl. S. 493. 
> 


2) Zeitschrift fiir physiologische Chemie. Bd. 13, p. 296. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XXNI. 
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auch die wie vordem erhaltene Fiillung mit ammoniakalischem 
Silber wurden auf gewogene Filter gebracht, ersteres mit 


Wasser, letztere mit verdiinntem Ammoniak gewaschen und 
bei 110° getrocknet. Das Gewicht des Sediments betrug 
0.0377 g, das der Silberverbindung 0,0104 g, woraus_ sich 
die Menge von 0,0043 freiem Hypoxanthin in 55 cem., von 
etwa 0,08 g im Liter Harn ergibt, ein Quantum, das die 
Menge der Purinbasen im Siiugethierharne bedeutend tiber- 
trifft. Selbstverstiindlich ist kein Anhaltspunkt vorhanden, um 
zu beurtheilen, inwieweit das Harnsiiuresediment frisch ent- 
standen und inwieweit von friiher her in den Harnsiicken 
aungesammelt war. 

Was andere im = Siiugethierharne vorkommende Sub- 
stanzen betrifft, konnte ich Kreatinin weder durch die 
Nitroprussidreaction, noch durch die Jaffe’sche Pikrinsiiure- 
probe nachweisen. Auch nachdem der Harn einige Zeit mit Salz- 
siure gekocht und dann wieder neutralisirt worden war, fielen 
die Reactionen negativ aus: sonach kann auch das Vorhanden- 
sein betriichtlicherer Kreatininmengen ausgeschlossen werden. 

Zur Priiftunge auf Hippursiiure wurden 50 ccm. ent- 
eiweissten Harns durch Zusatz einiger Tropfen Natriumearbonat- 
losung alkalisch gemacht, auf etwa 5 ccm. eingeengt, mit 
Salzsiiure angesiiuert und einige Male mit Essigather aus- 
gseschiittelt. Der durch Schiitteln mit Wasser gewaschene 
Kssigiither hinterliess, bet 40° eingedunstet, nur eine minimale 
Menge eines. fettigen Riiekstandes: der Harn enthiilt) sonach 
keine nachweisbaren Mengen Hippursiiure. 

Die Prifung auf gepaarte Schwefelsiuren in der 
tiblichen Art gab ebenfalls ein negatives Resultat. Ebenso 
die Untersuchung auf Zucker mit Hilfe der Trommer’schen 
Reaction, sowie derjenigen von Molisch. 

Da das Taurin in den Muskeln der Cephalopoden in so 
reichlicher Menge auftritt, dass nach Angaben einiger Autoren 
der Fleischsaft dieser Thiere im Wesentlichen einer concen- 
trirten Taurinlosung gleicht, schien es geboten, auch den Harn 
auf diese Substanz, die offenbar im Cephalopodenorganismus 
eine wichtige Holle spielt, zu untersuchen. 
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Ich eine grosse Fraction (SO ccm.) Harn: es war 
dies jener, nach einer ausserordentlich reichlichen Mahlzeit abgesonderte 
Harn, welcher das oben beschriebene Sediment geliefert hatte. 

Der frische Harn wurde von Eiweiss durch Erhitzen befreit und 
sodann siedend heiss mit einem Ueberschuss frisch gefiillten, gut ge- 
waschenen Quecksilberoxyds versetzt. Nach eintaégigem Stehen wurde 
liltrirt, der Filterriickstand ausgewaschen, in) Wasser suspendirt, mit 
Schwefelwasserstoff zersetzt, die von Quecksilbersulfid befreite Fliissigkeit 
eingedampft, der Riickstand in eine kleine Menge heissen Wassers auf- 
cenommen, filtrirt und das klare, gelbe, saure Filtrat bei Zimmer- 
temperatur eingedunstet. Als die Fliissigkeit bis auf etwa L cem. ein- 
veengt worden war, fand sich in derselben ein Bodensatz, der neben 
vekornten Schollen kugelige Aggregate feiner Nadeln, tyrosinartige Biischel, 
sowie aus dickeren Nadeln zusammengesetzte Sterne, jedoch keinerlet 
fiir Taurin charakteristische Formen enthielt. Der negative Ausfall der 
Millon’schen Reaction lehrte, dass es sich nicht um Tyrosin handle. 


lie Mutterlauge enthielt reichliche Mengen Phosphorsiiure. 


Beachtenswerther Weise enthialt) Cephalopodenharn eine 
nicht unerhebliche Menge eines krystallisirten stickstofihaltigen 
Kérpers, der sich vorlaufig mit keinem der bekannten Harn- 
hestandtheile identificiren liess. Zur Darstellung derselben 
sing ich bei Verarbeitung einer weiteren Harnfraction so vor, 
dass ich den enteiweissten Harn durch Fiillung mit einem 
Ueberschusse von Barytwasser von Phosphaten, Sulfaten ete. 
befreite. Sodann wurde das Filtrat mit Schwefelsiiture schwach 
aungesiiuert und die von schwefelsaurem Baryvt befreite Fliissig- 
keit mit Natronlauge genau neutralisirt. Proben  derselben 
wurden weder von Pikrinsiure, noch von Jodquecksilberkalium 
inter Zusatz von Salzsiiure, noch von Quecksilberchlorid ge- 
fillt: dagegen bewirkte Quecksilberacetat) einen” reichlichen 
weissen Niederschlag. Nunmehr wurde die Gesammtmenge 
mit Quecksilberacetat gefiillt, der ziemlich reichliche, gelblich- 
weisse Niedersehlag abfiltrirt, gut mit Wasser gewaschen, 
sodann in Wasser suspendirt, mit Schwefelwasserstoff zersetzt, 
das Schwefelquecksilber abfiltrirt und mit kochendem Wasser 
wiederholl extrahirt und das Filtrat am Wasserbade = ein- 
gedampft. Aus der auf wenige Cubikcentimeter eingeengten 
Iliissigkeit schieden sich Hiiutchen ab, deren Menge beim 
Erkalten zunahm. 











Bei mikroskopischer Untersuchung zeigte es sich, dass 
die Hiiutchen ausschliesslich aus Aggregaten gerader, schlanker, 
zum Theile sehr langer, farbloser Nadeln bestanden: dieselben 
lagen theils einzeln, waren aber meist zu zierlichen Biischeln, 
Sternen und Rosetten angeordnet. Die Nadeln erschienen ent- 
weder an einem oder an beiden Enden zugespitzt oder aber 
prismatisch an beiden Enden durch ebene, anscheinend senk- 
recht oder etwas schrige zu den Seitenfliichen verlaufende 
Flachen begrenzt. 

Nach Zusatz von etwas Wasser gelang es, die Kry- 
stillechen durch Centrifugiren von der Mutterlauge abzutrennen 
und durch zweimaliges Centrifugiren nach Aufschwemmung 
init Wasser zu waschen. 

Die so gereinigten Nadeln erwiesen sich leicht l6slich 
in heissem Wasser, in Ammoniak, sowie in concentrirter 
Salzsiiure, unloslich in Essigsiiure und verdiinnter Salzsiiure, 
schwerloslich, jedoch nicht unléslich in Alkohol, unloslich in 
Alkoholither. Sie verbrannten am Platinbleche unter Schwirzung 
mit hornartigem Geruche. Sie gaben weder Murexid- noch 
Millon’sche Reaction. Ihre L6sung, durch Erwiirmen mit 
Wasser hergestellt, wurde weder von salzsiiurehaltiger Phosphor- 
wolframsiiure, noch von neutralem Bleiacetat, noch von Queck- 
silberchlorid und Mercurinitrat gefallt, wohl aber von Queck- 
silberacetat, sowie auch von Bleiessig. Die Untersuchung der 
Krystalle auf Kynurensiiure mit der sehr empfindlichen Jaffé- 
schen Reaction (Erhitzen mit concentrirter Salzsiure bei Gegen- 
wart von Kaliumehlorat; nach dem Erkalten Blaufiirbung auf 
Ammoniakzusatz) fiel negativ aus. 

Leider sind 2 Versuche, die Substanz aus grésseren 
Harnfractionen nach demselben Verfahren darzustellen, ge- 
scheitert, indem sich die aus den Quecksilberacetatnieder- 
schliigen durch Schwefelwasserstoff erhaltene Loésung beim 
Kindampfen unter Bildung schwarzer, fest gebundenen Stick- 
stoff enthaltender Produkte zersetzte.?) 


1) Dieselben erwiesen sich noch nach lingerem Kochen mit Baryt- 
wasser als stickstoffhaltig. 




















Das Filtrat der Quecksilberacetatfillung gab mit salzsiiure- 
haltiger Phosphorwolframsaure noch einen in der Wiirme lés- 
lichen, beim Erkalten in Form dunkler Globuliten wieder aus- 
fallenden Niederschlag; durch Zerlegung desselben erlielt ich ein 
schwerldsliches, in regelmiissig ausgebildeten mikroskopischen 
Prismen mit aufgesetzten Pyramiden krystallisirendes, orga- 
nisches Barytsalz, das keine Murexidereaction gab; die Menge 
desselben war aber zu gering, als dass ich Niiheres dariiber 
auszusagen vermochte. 

Was endlich anorganische Substanzen betrifft, konnte 
ich im Harn Kalium, Natrium, Ammonium, Calcium, Magnesium, 
Salzsiure, Schwefelsiiure und Phosphorsiure nachweisen. Da 
die Phosphorsiiure sich nach Schmiedeberg’s') Angaben im 
Seewasser nur in so geringen Spuren findet, dass sie bei den 
gewOhnlichen Wasseranalysen gar nicht und in Kesselsteinen 
von Seedampfern nicht regelmiissig nachweisbar ist, 
als ein Stoffwechselprodukt der Cephalopoden angesehen werden. 


muss sie 


V. Die Stickstofivertheilung im Cephalopodenharne. 


Kiirzlich hat Pfaundler?) em Verfahren ver6ffentlicht, 
das bei Untersuchung von Harnen in bequemer Weise eine 
Orientirung dariiber ermodglicht, auf welche Hauptkategorien 
stickstoffhaltiger Verbindungen sich der Harnstickstoff vertheilt 
und in welchen Mengenverhiiltnissen diese Verbindungen auf- 
treten. 

Ich habe mir das Pfaundler sche Verfahren zu Nutze 
gemacht, um einen anniihernden Aufschluss tiber die Art der 
Stickstoffbindung im Cephalopodenharn zu gewinnen. 

Ich widmete diesen Versuchen die beiden gréssten Harn- 
fractionen, die mir zu Gebote standen und die, wie oben er- 
wihnt, durch Toluolzusatz conservirt worden waren. Der eine 


1) Schmiedeberg, Ueber die chemische Zusammensetzung der 
Wohnroéhren von Onuphis tubicola. Mitth. a. d. zool. Station zu Neapel. 
4. Bd. 1882. S. 389. 

2) M. Pfaundler, Ueber ein Verfahren zur Bestimmung des 
Amidosaurenstickstoffs im Harne. Zeitschr. f. physiol. Chemie, Bd. XXX, 
S. 75, 1900. (Aus dem physiol.-chem. Institut zu Strassburg.) 
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dieser Harne (A) in der Menge von 140 cem. riihrte von einem 
grossen Octopusweibchen her, dem ich nach mehrtiégiger 
Fiitterung mit Carcinus maenas beide Ureteren unterbunden 
hatte und das 3 Tage nach der Operation getédtet worden war. 

Vom Harne B stand mir eine Menge von 120 cem. zu 
Giebote, die sich bei einem mittelgrossen Exemplare im Laufe 
von 2 Tagen nach vollzogenem Eingriffe angesammelt hatte. 

Die Cephalopodenharne enthielten stets Eiweiss (s. 0.) Dieses 
hatte sich, offenbar in Folge Schiittelns der toluolhaltigen Harne wiihrend 
des langdauernden Transportes von Neapel nach Strassburg, grdsstentheils 
in Form. grosser Flocken abgeschieden. Diese wurden auf gehiirteten, 
zur Gewichtseonstanz getrockneten Filtern gesammelt, die in den Filtraten 
noch betindhiche Kiweissmengen durch Kochen iiber freier Flamme coagulirt 
und aufs Filter gebracht, die gesammelten Eiweissniederschlige mit Wasser. 
Alkohol und Aether gewaschen und bei 110° zur Gewichtsconstanz ge- 
trocknet. 

7ur Bestimmung der Trockensubstanz und des Mengen- 
verhiltnisses anorganischer und organischer Bestandtheile wurden 10 ¢em. 
des Harnes in cinem Platintiegel eingedunstet, der Riickstand bei 100° 
zur Gewichtsconstanz getrocknet und durch kurzdauerndes starkes Gliihen 
verasclhit. 

Die Bestimmung des Gesammtstickstoffs in) abgemessenen 
Portionen des enterweissten Harnes geschah nach Kjeldahl, die Be- 
stimmung des Ammontaks nach Schloésing. 

Zur Bestimmung des durch Phosphorwolframsiiure fill- 
baren Stickstoffs wurden je 20 cem. Harn nach Pfaundler mit 
(com. emes durch Aufl6sen von LOO g reiner krystallisirter Phosphor- 
wolframsiiure in 800 cem. Wasser unter Zusatz von 100 com. Salzsiiure 
specifisches Gewicht 1,124), bereiteten Reagens versetzt. Der Niederschlag 
wurde nach zweiligigem Stehen in ammoniakfreier Atmosphire auf einem 
aschearmen Filter gesammelt und mit der Fiillungsfliissigkeit gewaschen. 

Handelte es sich um Bestimmung des gesammten durch Phosphor- 
wolframsiiure fiillbaren Stickstoffs, so wurde das Filter mit dem Mieder- 
schlag in einen Rundkolben gebracht und nach Kjeldahl zersetzt. 

Pfaundler theilt aber diesen Stickstoff in 2 Fractionen, in einen 
Antheil, der durch Erhitzen mit Phosphorsiure auf 150° in Ammoniak 
ibergefuhrt wird (n,, als Ammoniak abspaltbarer Stickstoff), und in einen 
zweiten Antheil, der diesem Verfahren widersteht (n,, nicht abspaltbarer 
Stickstoff, Ganz analog wird auch der durch Phosphorwolframsiure 
nicht fallbare Stickstoff in 2 Fractionen f, und f, getheilt. Beziiglich der 
Kinzelheiten des Verfahrens verweise ich auf die Arbeit Pfaundler’s. 

Die Werthe n, und f, ergaben sich durch Berechnung. Zur Aus- 
fiihrung der Bestimmungen nach MOrner-SjOqvist wurden Harnportionen 





zu 10 ccm. mit 10 ccm. einer gesittigten Chlorbaryumlésung, die 5°%/o 
Barythydrat enthielt, sodann mit 200 cem. eines Gemenges gleicher 
Theile 96°%/oigen Alkohols und Aether versetzt, am nachsten Tage in einem 
Rundkolben filtrirt, die Filrate unter Zusatz von gegliihter Magnesia bet 
einer 60° nicht tbersteigenden Temperatur abdestillirt. Der Riickstand 
wurde nun entweder ohne Weiteres zum Zwecke der Stickstoff bestimmung 
nach Kjeldahl zersetzt, oder aber wiederum zur Feststellung jenes 
Stickstoffantheils benutzt. der sich daraus durch Erhitzen mit Meta- 
phosphorsiure in Form von Ammoniak abspalten Liisst. 
Zu diesem Zwecke wurde der Destillationsriickstand durch Filtration 
von ungelodster Magnesia befreit, mit Wasser nachgewaschen, mit 5 g 
Metaphosphorsiiure tiber Nacht auf 150°—160° erhitzt und das entstan- 
dene Ammoniak wie oben durch Destillation mit Magnesia bestimmt. 
Ich fiihre die Ergebnisse der Analysen in tabellarischer Form an. 
Die Eiweissbestimmung ergab fiir den Harn A einen 
Gehalt von 0,12°/o, fiir B von 0,07 °%/o. 
Im Harne A fand sich: 94,68°/0 Wasser. 
3.63° 0 anorganische Bestandtheile, 
O.12°%o Kiweiss, 
157° andere organische Substanzen. 
100,00 °/o 
Zum Vergleiche fiihre ich eine von Leon Frederieq?!) 
ausgefiihrte Analyse des Octopusblutes an: 
86.3") Wasser, 
3,0°%/o Salze, 
8.990 Eiweisskérper, 


1.8° »o andere organische Substanzen. 


100,026 





LOO cem. Harn A 100 cem. Harn B 
‘enteiweisst) (enteiweisst) 
ri ,y’ ) +) rr 
Art der Bestimmung enthalten enthalten 


Yr 2c ns ‘ » a 
Gramm Procent Gramm Procent 





verted Spear 
Stickstoff phe — Stickstofl oe 

Gesammtstickstoff des Harns 0.00420 | : 
L008 /o O.00340 100° 6 


0.00420 f 


Ammoniakstickstoff (nach 
eh oe | re 0.00077 186° 0 0.00063 18,6°/5 
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Art der Bestimmung 


100 cem. Harn A 
(enteiweisst) 


enthalten 
— Procent- 
“ : A Vertheil. 
Stickstofl des N. 


100 cem. Harn B 
(enteiweisst) 


enthalten 
Gramm _ | Procent- 
: : ; _ | Vertheil. 
Stickstoff des N. 





Harnstoffbestimmung — nach 
Mérner-Sjéqvist....... 
dto. mit) Abspaltung des N 


durch Phosphorsiiure...... 


Phosphorwolframsiurenieder- 
schlag, Gesammntstickstoff. . 
Phosphorwolframsiiuretiltrat 
(resammitstickstoff 
berechnet ... 


cefunden 


Phosphorwolframsdiurenieder- 
schlag, abspaltbarer Stick- 
stoff n,, gefunden ........ 


Phosphorwolframsaurenieder- 


schlag, nicht abspaltbarer 
Stickstoff ng, berechnet.... 
Phosphorwolframsiaurefiltrat, 


abspaltbarer Stickstoff | 


“ 
NINE 56-5 ch & ov. ere ee 
Phosphorwolframsiurefiltrat, 
nicht abspaltbarer  Stick- 
stot [,, DevTOCRMel : 0.660» 





0.00270 64,39 /0 


0.00150 35,7°/o 
O.OOLS2 LOO." 'o 


0.00175 | 41.7% 
_ | 
0.00095 | 22.66 
0.00063 15.0°'o 


0.00087 
0.00420 


20,7° 


100,0° 4 





a)0,00156 45,99. 


? 


B) 0.001121), 


329° 0 


¥) 0,00056 16,5° o 
0.00210 | 61.8°'o 

| | 
0.00130 | 38,2°') 


ae 100,0° » 


0.00119 35.0" 6 


| 
0,00091 | 26,8" 
| 
0.00042 | 12.49 
| 
| 
0), 00088 25.890 


| 


0,00340 | 100,0°/o 


Zum Vergleiche fiihre ich einige von Pfaundler ermittelte 
Werthe fir die procentische Vertheilung des Stickstoffs im 
Harne des Menschen und des Hundes an. 


n, 

Menschlicher Harn 8.53 
Hund | 7.54 

Hund Il 6,96 


6.81 
5.01 
») 93 


a aut 


if { 


-_ i , 2 / 
78,24 t,76° 
83.52 2,22 9/. 
85.91 430” 


Ammoniak- 
Stickstoff 
30° 0 


4,03 ° 0 


1) Der Vorgang bei der Vornahme der beiden Bestimmungen war 


ein abweichender, 


insofern bei 


a) und +) ein Gemenge von’ gleichen 


Theilen Alkohol und Aether, bei 8) ein Gemenge von zwei Theilen Alkohol 


und einem Theil Aether angewandt wurde. 
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Die fiir die beiden untersuchten Harne gefundenen Zahlen 
zeigen eine, in Anbetracht der Kleinheit der absoluten Werthe, 
um die es sich handelt, befriedigende Uebereinstimmung in 
Bezug auf das gegenseitige Verhiiltniss der Stickstoffvertheilung 
auf die einzelnen Fractionen. Die niihere Betrachtung unter 
Beriicksichtigung der von Pfaundler fiir den Siiugethierstoff- 
wechsel festgestellten Beziehungen gestattet einige Schliisse 
liber die Art, in welcher der Cephalopodenorganismus seine 
Stickstoffausscheidung bewerkstelligt. 

Die Fraction n, umfasst nach Pfaundler von den wich- 
tigeren, bisher bekannten Harnbestandtheilen die Gesammtmenge 
des Ammoniaks und der Carbaminsiiure, sowie einen Theil 
der Harnsiiure, der Purinbasen und des Kreatinins. Im Octopus- 
harne ist die Fraction n, weitaus die grésste. Wie die direkte 
Bestimmung nach Schlésing lehrt, ist die relative Menge des 
Ammoniakstickstoffs eine sehr grosse und iibertrifft die- 
jenige des Hundes etwa um das Vierfache: der Octopus 
scheidel etwa 1/5 seines gelisten Stickstoffs in Form’ von 
Ammoniak aus. Der Ammoniakstickstoff macht aber nur etwa 
die Halfte der Fraction n, aus. Da die Harnsiure in gel6ster 
form kaum in Betracht kommt, Kreatinin nicht nachgewiesen 
werden konnte, so entfillt der Rest der Fraction auf Hypo- 
xanthin. Die oben angefiihrte quantitative Bestimmung des 
Hypoxanthins liisst aber kaum die Annahme zu, dass dieses 
illein das erwiihnte grosse Stickstoffdeficit decken konne. 
Ks handelt sich jedenfalls daneben um andere Substanzen un- 
bekannter Art. 

In der Fraction f, traf Pfaundler den gesammten Harn- 
stoff und etwa die Hiilfte der Oxyproteinsiiure an: auch Allantoin, 
Oxalursiiure und Kreatin finden hier ihren Platz. Beim Sauge- 
thier ist diese Fraction die bei Weitem grésste; beim Octopus- 
harn ist sie gerade umgekehrt die kleinste. Diese Thatsache 
steht in Uebereinstimmung mit dem negativen Resultate der 
qualitativen Untersuchung auf Harnstoff. Immerhin miissen 
in Stelle des Harnstoffs andere, leicht Ammoniak abspaltende 
Substanzen vorhanden sein. Da ein Versuch ergab, dass bei 
Anwendung des Verfahrens von Mérner-Sjéqvist sich nach 
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Abdestilliren des Alkoholithers eine durch Quecksilberacetat, 
nicht) aber durch Phosphorwolframsiéure fillbare Substanz 
findet, ist die Vermuthung nicht ungerechtfertigt, dass die 
vorerwahnte durch Quecksilberacetat fillbare, in Nadelbiischeln 
krystallisirende, stickstoffhaltige Siure eine jener Substanzen 
sel, deren Stickstoff bei dem genannten Harnstoffbestimmungs- 
verfahren, sowie auch in den Fractionen f, und f, zum Vor- 
schein, kommt. 

Die Fraction f, enthalt nach Pfaundler, neben dem 
Reste der Oxyproteinsiure, den Stickstoff der vorhandenen 
Amidosiiuren, wie Hippursiure, Taurin, Cystin, Leucin, Tyrosin. 
lech vermochte keine der letztgenannten Substanzen im Octopus- 
harne nachzuweisen, obgleich hier diese Fraction einen viel 
erosseren Theil des Stickstoffs ausmacht, als beim Siiugethier. 

Im Ganzen ergibt der Vergleich der Harnausscheidung 
der Cephalopoden mit derjenigen der Wirbelthiere, dass bei 
Krsteren die Verhiiltnisse der niedrigeren Entwickelungsstute 
entsprechen. Wiihrend bei den Siiugethieren der weitaus grosste 
Theil des Ammontakstickstoffs vor der Ausscheidung durch 
die Nieren in Harnstoff umgeformt wird und diese Organe in 
normalen Zustande keinem Eiweisskorper in nennenswerther 
Menge den Durchtritt: gestatten, sehen wir im Cephalopoden- 
harn viel Stickstoff in Form von Ammoniak den Korper ver- 
lassen: der Harnstotl scheint zu fehlen und ist, wenigstens 
zum Theil, ebenso wie bei den medrigeren Wirbelthieren 
durch Harnsiiure vertreten; endlich erscheint das normale 
Auftreten von Eiweiss im Harne als ein weiteres, vom = ver- 
eleichend physiologischen Standpunkte beachtenswerthes Moment. 




























Ueber die Harnstoffbestimmung im Harne. 
Von 
Dr. Al. Braunstein. 


(Aus dem med.-chem. Laboratorium der Kaiserl. Univ. zu Charkow.) 


(Der Redaction zugegangen am +. November 1900.) 


Im Jahre 1891 wurde von Moérner und SjOqvist?!) ein 
JOY 





genaues und bequemes Verfahren fiir die quantitative Harn- 





stoffbestimmung vorgeschlagen. Das Princip desselben besteht 





darin, dass die stickstoffhaltigen Bestandtheile des Harns, mit 





Ausnahme von Harnstoff, durch die LOsung von Baryumchlorid 





und Barythydrat unter Zusatz von Alkoholither (1:2) aus- 





vefallt werden. Die Losung soll dann nur den Harnstoff und 





eine kleine Menge von Ammoniak enthalten, welch letzteres 





beim Eindampfen des Filtrats bei einer Temperatur, die 55° C. 





nicht tibersteigen darf, unter Zusatz von Magnesiumoxyd ver- 
jagt wird. Der Stickstoffgehalt der Fliissigkeit wird schliesslich 
nach Kjeldahl’s Verfahren bestimmt. E. Bodtker') hat das 
Verfahren von Morner-Sjoqvist gepriift, indem er dem Harn 






Ammoniaksalze, Hippursiiure und Kreatinin zugesetzt und dann 


den Stickstoffgehalt nach Moérner-Sjoqvist) bestimmt 





der Zusatz der genannten Stoffe veranlasste dabei kein einziges 
Mal eine Stiekstoffzunahme. Nach Bodtker soll das Verfahren 
von Morner-Sjoqvist nach seiner Genauigkeit und bequemen 


Ausfithrung nichts zu wiinschen tibrig lassen.  Doch 







Ss. Salaskin?) und J. Zaleski bei ihren Harnstoffbestimmungen 


1) Diese Zeitschr., Bd. XVII, 5. 140—1-46. 
2) Diese Zeitschr., Bd. XXVIII, 3. 73—87. 1899. 
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im Harn eines Biiffels nach Morner-Sjoqvist's Verfahren zu 
grosse Zahlen (fast das Doppelte des in der That vorhandenen 
Harnstoffs) erhalten. Bei der mikroskopischen Untersuchung des 
Riickstandes von dem eingedampften alkoholisch-itherischen 
Kiltrat) fanden darin die Verfasser die Hippursiure. Durch 
diesen Befund veranlasst, haben Salaskin und Zaleski eine 
Modification des M6rner-SjOqvist's Verfahren vorgeschlagen, 
welche darin besteht, dass die nach dem Eindampfen = der 
Alkoholiitherlésung erhaltene Fliissigkeit 3 Stunden lang _ in 
einem zugeschmolzenen Rohre bei 130——140° C. mit 4 cem. 
Salzsiiure vom specifischen Gewicht 1,124 erhitzt wird. Dic 
nach dieser Modification erhaltenen Werthe stimmen mit den 
nach Sehéndorfs!) Verfahren gefundenen gut tiberein. Auf 
(Girund dieser Untersuchungen zogen Salaskin und Zaleski 
den Sehluss, dass Morner-Sjéqvist’s Verfahren tiberhaupt 
keine genauen Werthe gibt und fiir die quantitative Harnstoff- 
hestimmung im Harn von grasfressenden Thieren gar nicht 
brauchbar ist. 

Ber den Bestimmungen der Gro6sse der Stickstoffaus- 
scheidung in dem Harn von Meerschweinchen und Kaninchen 
ber verschiedenen Nahrungszustiinden habe ich das Moérner- 
SjOoqvist sehe Verfahren wegen seiner Genauigkeit und 
bequemen Ausfiihrung allen anderen Methoden der Harnstofl- 
bestimmung vorgezogen.?) Doch haben mich die Resultate, 
welche ich dabei erhalten habe (der Harnstoffstickstoff machte 
im Mittel etwa 96°/o der gesammten Stickstoffmenge aus), ver- 
anlasst, das Verfahren zu kontrolliren. Da der Harn der Meer- 
schweinchen Hippursiiure enthilt, habe ich die Bodtker’sche 
Untersuchung wiederholt, jedoch mit der Modification, dass die 
Hippursiiure zur Harnstoffl6sung und nicht zum Harn, wie 
Bodtker es machte, zugesetzt wurde. 

Ks wurden zwei Portionen zu 5 ccm. einer Harnstofl- 
ldsung genommen, welche in 5 cem. 0,07302 g des chemisch 


1) Pfliiger’s Archiv, Bd. LXII, 5. 1—57. 
2) Die Salaskin-Zaleski’sche Arbeit war mir damals noch nicl! 
bekannt. 
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reinen Harnstoffs oder 0,03408 g N enthielt. Zu der einen 
Portion wurden ungefiihr 0,35 g¢ und zu der anderen etwa 
0,035 g¢ Hippursiure zugesetzt: dann wurde der Harnstoffstick- 
stoff nach Moérner-Sjoqvist bestimmt. 


1. Vorlage 100 cem. '/1o norm. H,SO, — 100.0 cem. 410 norm. KOH 
TOM een eae ese an ee 
42,5 > 0.0014 = 0.05950 g N. 
2. Vorlage 100 cem. ‘10 norm. H,SO, — 100,0 cem. 410 norm. KOH 
TRG ss es ee eee we ee SO 


27,2 K 0.0014 = 0,03808 ¢ N. 


Die erste Portion enthielt 0.03408 g Harnstoffstickstoff, 
wihrend die Bestimmung nach Mérner-Sjoqvist 0,05950 g N, 
d. h. 0.02542 g¢ N mehr ergab. Die tiberschiissige Stickstofl- 
menge sollte durch die Zerlegung der Hippursiiure gebildet 
werden. 

Desgleichen wurden auch in der zweiten Portion anstatt 
der genommenen 0,03408 g¢ Harnstoffstickstoff nach Morner- 
SjOoqvist 0,08808 g N, d. h. 0.00400 ¢ N mehr gefunden. 

Es wurden zwei weitere Portionen zu 5 cem. einer 
anderen Harnstoffl6sung genommen (5 cem. der L6sung ent- 
hielten O,10718 g Harnstoff oder 0.05002 g N). Die eine 
Portion wurde mit 0,2266 g¢ und die andere mit O,1182 g¢ der 
chemisch reinen und getrockneten Hippursiiure versetzt und 
der Stickstoff nach Mérner-Sjoqvist bestimmt. 


1. Vorlage 100 cem. 10 norm. H,SO, — 100,0 cem. ‘to norm. KOH 
THOGUON. « « «% Seen ee wa 


‘7.4K O,OOL4 == 0.06636 ¢ N. 
2. Vorlage 100 cem. ‘/1o norm. H,SO, 100,0 com. ‘10 norm. KOH 
co a 


‘18 KX 0.0014 = 0.05852 ¢ N. 


In beiden Portionen wurde nach Morner-Sjoqvist 
mehr Harnstoffstickstoff gefunden und zwar: in der ersten um 
0.01634 ¢ mehr und in der zweiten um 0,00850 g mehr. Die 
Differenz entspricht gerade der zu der Harnstofflosung zu- 
vesetzten Hippursiiuremenge; im ersten Versuche betriagt der 
stickstoffgehalt der Hippursiture 0.01772 g N und im zweiten 
0.00924 ¢ N. 








Ks liegt auf der Hand, dass bei der Bestimmung des 
Harnstoffs nach Morner-Sjoqvist die ganze der Harnstoff- 
losung zugesetzte Hippursiiure im iitheralkoholischen  Filtrat 
zuruickbleibt und dann bei der Erhitzung mit Schwefelsiiure 
vollstiindig zersetzt wird. Dass die wiisserige Lo6sung vom 
Barytsalz der Hippursiiure durch die Mischung von Aether und 
Alkohol nicht gefallt wird, und dass somit die Hippurséiure 
her der Bearbeitung des Harns nach Morner-Sjé6qvist in 
die Alkoholatherl6sung tibergehen muss, habe ich dadurch 
bewiesen, dass ich 0,3 ¢ hippursauren Baryt in 10 com. Wasser 
gelost und der L6sung 100 cem. einer Alkoholiithermischung 
(2:1) hinzugesetzt habe: die Fltissigkeit blieb bis zum folgenden 
Tage stehen, wobei keine Spur von Niederschlag zu eon- 
statiren war. 

['m den Fehler zu beseitigen, welcher bei der Bestimmung 
des Harnstoffs nach Mérner-Sjoqvist in Folge des Hippur- 
siiuregehaltes des Harnes  entsteht, habe ich das Verfahren 
insofern modificirt, dass die wiisserige Flussigkeit, welche 
nach dem Eindampfen des alkoholiitherischen Filtrats, unter 
Zusatz von Magnesiumhydroxyvd nach Mérner-Sjoqvist, er- 
halten wird, mit der krystallinischen Phosphorsiiure 4!/2 Stunden 
lang bei einer Temperatur, die 150° C. nicht tibersteigen dart, 
erhitzt. wird. Bei dieser Temperatur wird die Hippursiure 
nicht zerlegt, wie es Schéndorf!) nachgewiesen und wie 
ich es bestiitigt habe. 

0.35 ¢ resp. 0,02 ¢ THippursiiure wurden mit je 10 ¢ 
krystallinischer) Phosphorsiiure bei 140—145° C. 41/2 Stunden 
lang erhitzt. Die svrupartigen Fliissigkeiten wurden nach dem 
Erkalten mit} Wasser verdiinnt und das eventuell  gebildete 
Ammoniak aus den mit der Kalilauge alkalisch gemachten 
Losungen in die 4/10 normale Schwefelsiiure tiberdestillirt. 


1. Vorlage 50 cem. 410 norm. H,SO, — 50,0 cem. ‘/1o norm. KOH 
ne ee 
0.2 « 0,0014 = 0,00028 g N 
2. Vorlage 50 com. ‘10 norm. H,SO, — 50,0 cem. ‘10 norm. KOH 
a ee 


01 X 0,0014 —= 0,00014 g N 
1) Pfliiger’s Archiv, Bd. LXII, 3. 1—5d7. 









































Diese zwei Versuche weisen noch darauf hin, dass die 
von mir benutzte krystallinische Phosphorsiiure kein Ammoniak 
enthielt. 

Nun wurden je 5 cem. Harnstofflésung (0,7302 ¢ des 
chemisch reinen Harnstoffs in 50 cem. LOsung) genommen und 
mit 10 g krystallinischer Phosphorsiiure 41/2 Stunden lang bet 
140—145° C. erhitzt. Nach dem Erkalten wurde das gebildete 
Ammoniak bestimmt. 


|. Vorlage 100 cem. '/1o0 norm. H,SO, —— 100,0 eem. '10 norm. KOH 
po a a a ee ee 
24,3 & 00014 — 0.03102 ¢ N. 
2. Vorlage LOO cem. t/1o norm. H,SO, — 100,0 cem. 4/10 norm. KOH 
FIMO 6 6s ewe ew ee eee oe Fe 


24.5 00014 == 0,03402 g N. 

Im Mittel wurden somit 0.03402 ¢ N gefunden, wiihrend 
0.07302 ¢ Harnstoff oder 0.03408 g N vorhanden waren. 

Zwei Portionen zu 5 cem. derselben Harnstoffl6sung 

wurden mit je 5 Tropfen 10°/oiger Natriumphosphatlésung 

versetzt und in der Mischung wurde der Harnstoffgehalt) nach 

dem urspriinglichen Verfahren von Morner-Sjoqvist bestimmt. 


1. Vorlage 100 cem, ‘to norm. H,SO, — 100,0 cem. '/ro norm. KOH 
Po a a a ae 


23.9 X 0,0014 == 0,03346 g N. 
2. Vorlage 100 ccm. '/to norm. H,SO, — 100.0 cem. t10 norm. KOH 
TOORs.. 4-6 ce eK eee eS Oe 
23.8 K O,0014 == 0,03332 ¢ N 

Im Durehsehnitt wurden 0.03339 g Harnstoffstickstoff ge- 
finden. Die Differenz betriigt O,00069 g N. 

Es wurden zwei Portionen der Harnstoffl6sung genommen, 
die O.40718 ¢ Harnstoff in 5 cem. enthielt: 1. 5 cem. der 
Losung wurden mit 0,4 ¢ Hippursiure und 2. 2,5 cem. der 
Losung mit 0,2 g¢ Hippursidiure versetzt. In den beiden Fiillen 
wurde der Harnstoffgehalt nach dem von mir modificirten 
Verfahren bestimmt. 


|. Voriage 100 cem. '/1o norm. HySO, — 100.0 cem. ‘10 norm. KOH 


Tiesto. «cs st ese eee eo Be 


35,5 < 0.0014 = 0.0497 ¢ N. 











— 


In der fiir den Versuch genommenen Losung_ betrug 
der Harnstoffstickstoffgehalt 0,05002 g N, 0.04970 g N° sind 


wiedergefunden.  Differenz — 0,00082 g N. 
2. Vorlage 100 cem. ‘10 norm. H,SO, — 100,0 ccm. 4/10 norm. KOH 
(ee 


17,7 X 0,001.4 == 0,02478 @ N. 

Also 0.02501 ¢ N genommen, 0,02478 g¢ N= gefunden. 
Differenz — 0.00023 ¢ N., 

Aus den angefiihrten Versuchen folgt somit, dass der 
Zusatz von Hippursiiure zur Harnstofflésung keinen Einfluss 
auf die Resultate der nach dem von mir vorgeschlagenen Ver- 
fahren ausgefiihrten Harnstoffbestimmungen hat. 

Ich habe noch eine Parallelbestimmung des Harnstoffs 
nach dem Verfahren von Salaskin-Zaleski und nach dem 
meimnigen ausgefihrt. 

Zu dem Zwecke wurden 30 ccm. Meerschweinchenharn 
mit 0.2 g Hippursiiure versetzt, das nach Mérner-Sjoqvist 
erhaltene Alkoholiitherfiltrat auf dem Wasserbade bei 50° C. 
unter Zusatz von Magnesiumhydroxyd eingedampft, die tbrig 
gebliebene Fliissigkeit mit Wasser auf 50 com. verdiinnt und 
von dieser Losung zwei Portionen zu 5 ccm. fiir die Bestim- 
mung des Harnstoffs nach dem von mir modificirten Morner- 
Syoqvist's Verfahren genommen. 


1. Vorlage LOO cem. 4/10 norm. H,SO, —— 100,0 ccm. ‘10 norm, KOH 
TOG a eS KS ee RS 86,2 
13,8 °K 0,0014 — 0.01982 g N. 
2. Vorlage LOO cem. '40 norm, H,SO, — L00,0 cem. ‘10 norm. KOH 
(i) 


13.9 X 0,0014 = 0,01946 ¢ N. 
Im Mittel 0.01939 @ N. | 
In den dritten 5 cem. wurde der Harnstoff nach Salaskin- 
Zaleski bestimmt. 


Vorlage 100 ccm. 410 norm. H,SO, — 100.0 ccm. ‘10 norm. KOH 
a 


13.6 « 0,0014 == 0,01904 g N. 
Die nach beiden Methoden gefundenen Zahlen stimmen 
somit gut tiberein und die Differenz betriigt nur 0,00035 g XN. 
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Die Harnstoffbestimmung wird nach dem von mir modifi- 
cirten Verfahren auf folgende Weise ausgefiihrt : 

5 ccm. Harn werden mit 5 ccm. einer Mischung von 
Baryumchlorid und Barythydrat und mit 100 cem. Alkohol- 
‘ither (2:1) gefiillt und das Gefiiss verschlossen. Am folgenden 
Tage wird die Flissigkeit filtrirt, der Niederschlag 6—-7 Mal 
mit etwa 50 cem. Alkoholither ausgewaschen und das Filtrat 
bei einer 55° C. nicht tibersteigenden Temperatur eingedampft. 
Nach dem Verjagen von Aether und Alkohol wird etwas 
Wasser und eine Messerspitze Magnesiumoxyd zugesetzt und 
die Fliissigkeit weiter eingedampft, bis die Diimpfe keine alka- 
lische Reaction mehr zeigen. Die bis auf 10—15 cem. ein- 
geengte Fliissigkeit wird in einen kleinen Erlenmeyer schen 
Kolben tibergefiihrt, in welchen vorher 10 g krystallinische Phos- 
phorsaure geschiittet sind.1) Das Gemisch wird in einem mit 
einem Thermoregulator versehenen Luftbad 41/2 Stunden lang 
bei 140—145° C. (nicht tiber 150° C.) erhitzt: die Ver- 
dampfung des Wassers nimmt nicht mehr als eine Stunde in 
Anspruch. Nach dem Erkalten wird der Riickstand in Wasser 
gelost, die L6sung quantitativ in einen Kjeldahl ’schen Destil- 
lationskolben tibergefiihrt, mit Kalilauge alkalisch gemacht und 
das Ammoniak in die titrirte Schwefelsiure abdestillirt. Beim 
/usatz von Kalilauge?) wird die Fliissigkeit nicht warm, wo- 
durch ein Ammoniakverlust vermieden wird. 

Auf Grund der von mir erzielten Resultate bin ich zu 
lolgenden Schliissen berechtigt : 

I. Das Morner-Sjoqvist’sche Verfahren ist fiir die 
quantitative Harnstoffbestimmung in Hippursiéure 
enthaltenden Fliissigkeiten nicht brauchbar. 


1) Da die krystallinische Phosphorsiure micht immer und_ nicht 
liberall zur Verfiigung steht, versuchte ich dieselbe durch Acid. phosph. 
liquid. zu ersetzen und fand, dass dieselbe den Harnstoff ebenso gut 
und vollstandig zerlegt wie die krystallinische Sdure. 

2) Fs geniigen dazu 60—70 ccm. der 28°/oigen Kalilauge, wihrend 
bei der Bestimmung nach Mérner-Sjéqvist mit 20 cem. Schwefelsaéure 
150 bis 160 ecem. Kalilauge verbraucht werden. 
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2. Die Angabe bOdtker’s, dass die Hippursiiure keinen 
Einfluss auf die Resultate der Harnstoffbestimmung 
nach Morner-Sjoqvist’s Verfahren hat, ist nach 
meinen Versuchen nicht verstiéndlich. 

3. Das von mir vorgeschlagene Verfahren der quanti- 
tativen Harnstoffbestimmung gibt richtige Resultate 
und kann, in Anbetracht seiner Einfachheit und 
Bequemlichkeit, einen gewissen Vorzug gegen die 
iibrigen genauen Methoden der Harnstoffbestimmung 
haben, was besonders ftir die praktischen Ziele und 
fiir die in chemischen Manipulationen weniger ge- 
iibten Untersucher von Wichtigkeit sein muss. 

Zum Schluss halte ich es fiir eine angenehme Pflicht, 
dem Herrn Prof. WIL Gulewitsch, unter dessen Leitung ich 
diese Arbeit ausgeftihrt habe, fiir seine Rathschlage meinen 
innigsten Dank auszusprechen. 






































Notiz iiber Glycocoll. 
Von 
Docent Dr. Adolf Jolles in Wien. 


Aus dem chemisch-mikroskopischen Laboratorium von Dr. M. u. Dr. Ad. Jolles in Wien 


Der Redaction zugegangen am 7. November 1900. 


Nachdem bei zahlreichen Reactionen physiologisch wich- 
tiger Substanzen, wie Eiweisskorper, Purinbasen, Hippursiiure 
ete., als Spaltungsprodukt Glycocoll in) wechselnden Mengen 
auftritt, so habe ich mich veranlasst gesehen, diesen Korper 
heziiglich seines Verhaltens gegeniiber gewissen Reagentien 
insoweit dies meine Arbeiten tiber die Spaltungen der Purin- 
basen!) ete. tangirt — zu studiren. 

Zuniichst habe ich reines Glycocoll der Einwirkung von 
Permanganat in schwefelsaurer LOsung in der Kochhitze unter- 
worfen, und zwar in gleicher Weise, wie ich dies zum Zwecke 
der Spaltung der Purinbasen angegeben habe.!) Demzufolge 
wurden circa 0,5 g Glycocoll in etwa 400 com. Wasser ge- 
lost, 10 cem. conecentrirte Sehwetelsiiure hinzugefiigt und aut 
dem Drahtnetze gekocht, unter tropfenweisem Zusatze einer 
Permanganatlosung, die pro Liter 8 g KMnO, enthielt.  Hier- 
bei trat selbst bei anhaltendem Kochen keine wahrnehmbare 
Entfarbung des Permanganates ein, und es konnte auch keine 
Spaltung constatirt werden. Das Glycocoll erwies sich somit 
als sehr resistent gegen Permanganat in saurer LOsung, so 
dass die Oxydation unter den eingehaltenen Bedingungen so 
vut wie gar nicht stattfindet. Der Grund hierfiir diirfte offen- 


1) Ueber eine quantitative Reaction be: den Ureiden und Purin- 
derivaten. Von Adolf Jolles. Ber. d. d. chem. Gesellsch. Bd XNNIII 
>. 1246 und 2120. 
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bar in der ringformigen Structur des Glycocolls NH,-CH,-CO-O 


zu suchen sein, das in der sauren Losung als inneres Salz 
der Amidoessigsiure vorhanden ist. Ftir diese Auffassung 
spricht nicht nur der Umstand, dass in alkalischer Lésung, 
wo der Ring nach Analogie der Lactone aufgespalten wird, 
die Oxydation zu Harnstoff erfolgt,!) sondern auch die 
Beobachtung, dass Glycocollester, indem der Eintritt der 
Aethylgruppe den Ringschluss unmdéglich macht, sofort Per- 
manganat entfarbt. 

Bei der Einwirkung von starker Lauge auf Glycocoll 
hildet sich nach Harsford (Ann., Bd. 60, 5. 1) Ammoniak. 
Ich habe diesen Versuch in der Weise wiederholt, dass ich 
gewogene Mengen von Glycocoll mit concentrirter’ Kalilauge 
(1:1) in bedeutendem Ueberschusse versetzt und mehrere 
Stunden im Kjeldahl-Destillationskolben behandelt habe. Das 
Destillat wurde in Salzsiiure aufgefangen, abgedampft, der Rtick- 
stand mit Platinchlorid gefillt. Nach mehrfachem Einengen 
wurden die Platinniederschlige auf gewogenem Filter ge- 
sammelt, mit Alkoholiither gewaschen, getrocknet und gegliht. 
Aus der Menge des Platinsalmiaks (PtCl,|NH,],) wurde die 
Gesammtmenge des Ammoniaks berechnet. Die Bestimmung 
des metallischen Platins erfolgte zu dem Zwecke, die Zusammen- 
setzung des Niederschlages als Platindoppelsalz des Ammoniaks 





unzweilfelhalt festzustellen. 

Der Versuch ergab, dass das Glycocoll bei langerer 
Kinwirkung von starker Lauge nur eine sehr geringe 
Spaltung in Ammoniak und Essigsiéure erfahrt. Zum 
Nachweise der Essigsiiure wurde folgender Weg eingeschlagen: 
der Riickstand von der Kjeldahl-Destillation wurde mit 
Schwefelsiiure tibersiittigt, zweimal mit Wasserdampf distillirt, 
mit Calciumearbonat gekocht, heiss vom Calciumcarbonat filtrirt, 
eingedampft. Der Riickstand wurde im Toluolbade bis zur Ge- 
wichtsconstanz getrocknet, mit Salpetersdure quantitativ in den 
Platintiegel gespiilt und gegliiht. 


1) Ueber die Oxydation der Hippursaéure zu Harnstoff. Von Adolf 
Jolles. Ber. d. d. chem. Gesellsch., Bd. XXXII, S. 2834. 
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Beleg-Analyse. 
I. Ammoniak. 
Verwendet 0,2616 g Glycocoll. 
Filterglas ohne Pt-Salz — 32,6393 g 
> mit > = 32,7053 


0,0528 g Niederschlag. 


— 


a 








~ 


Platintiegel ohne: 9,9539 g 
mit: 9,9771 » 


0,0232 g Platin, entsprechend 0,00405 g Ammoniak. 
Il. Essigsaure. 
Schaale ohne Ca-Salz: 31,2684 g 
mit » 31,3044 » 
0,0360 g Ca-Salz, entsprechend 0,0273 g Essigsaure. 


Tiegel ohne = 23,4101 g 
>» + CaO = 23,4226 > 
0,0125 g CaO = 34,71". des Salzes. 
CaO fiir essigkauren Kalk berechnet. . . . . 35,44°,0 
CaO gefunden. 2. is eee te eww ee s) BM. 


Ein interessantes Verhalten zeigt Glycocoll gegeniiber 
Bromlauge. Es nimmt Brom auf, wahrscheinlich unter Bildung 
eines Additionsproduktes. Stickstoff wird hierbei im Gegen- 
satze zu Harnstoff, Ammoniak und Sdaureamiden nur in 
Spuren entwickelt. Nichtsdestoweniger muss eine ziemlich 
liefgreifende Verianderung durch die Bromlauge eingetreten 
sein, indem nach Vertreiben des iiberschiissigen Broms mit 
Salzsiure der gesammte Stickstoff in einem mit Phos- 
phorwolframsiure fallbaren Kérper sich wiederfindet, 
wahrend ja unverandertes Glycocoll bekanntlich durch Phos- 
phorwolframsiiure nicht gefillt wird. 

Dieses Verhalten kann jedenfalls dazu beniitzt werden, 
um Glycocoll neben Harnstoff, Ammoniak und nicht in Ammoniak 
zerfallenden K6érpern nachzuweisen, indem diese Kérper durch 
Bbromlauge ihren ganzen Stickstoff abgeben. 

Der im Phosphorwolframsiureniederschlag enthaltene 
Stickstoff lasst sich durch Lauge zum grossen Theile in Form von 
Ammoniak frei machen. Zu diesem Zwecke wurde der Nieder- 











schlag quantitativ in den Kolben des Kjeldahl|-Destillations- 
apparates gebracht, mit Kalilauge (1:1) in starkem Ueber- 
schusse versetzt und in verdiinnte Salzsiure destillirt. Der In- 
halt der Vorlage wurde quantitativ in eine Glasschaale  ge- 
waschen, zur Trockene verdampft, mit etwas Wasser auf- 
genommen und mit einer stark concentrirten Platinchloridl6sung 


, 


versetzt, etwas eingeengt und 2% Stunden stehen  gelassen. 
Langsam bildet sich ein grosskrystallinischer Niederschlag. 
Dieser wird auf ein ber 100° getrocknetes und gewogenes 
Filter gebracht, dieses mit Alkohol und Aether gewaschen und 
wieder eingeengt, mit Platinchlorid versetzt und 24 Stunden 
stehen gelassen -—— es bildet) sich ein neuer Niederschlag, 
Dieser wird wieder wie oben filtrirt, und das Filtrat zum dritten 
Male gefaillt, wobet noch ein minimaler Niederschlag entsteht. 

Wie die Beleganalysen zeigen, ergab die Platinbestim- 
mung, dass die Base NH,Cl ist. Die Ammoniakbildung beginnt 
schon beim Entfernen des iiberschiissigen Broms durch Kochen 
mit Salzsiiure. indem in diesem Stadium Nessler sches Reagens 
eine stark positive Reaction ergab. Ueber die intermediar 
gebildeten Produkte lassen sich derzeit keine auf Experimente 
gestiitzte Angaben machen. 

EKinen Anhaltspunkt fiir weitere Untersuchungen dieser 
Reaction dirfte die Beobachtung ergeben, dass nach dem 
Abdestilliren des Ammoniaks mit Kali erhebliche 
Mengen von Ameisensiiure constatirt wurden. 

Der hierbei eingehaltene Vorgang war folgender: 

Der Riiekstand von der Kjeldahl-Destillation wurde 
quantitativ in den Kolben eines” Destillationsapparates — fiir 
Wasserdampfstrom gebracht, der vorher auf dichten Schluss 
gepriift wurde. Nach Uebersiittigen mit Schwefelsiiure, wobei 
Aufbrausen eintritt, wurde destillirt. Das Destillat reagirt 
schwach sauer. Die Destillation wurde so lange fortgesetzt, 
bis das Uebergehende nicht mehr sauer reagirte. Es wurde 
noch einmal mit Wasserdampf destillirt, um von tibergespritzten 
Spuren Schwefelsiiture zu reinigen, mit kohlensaurem = Kalk 
gekocht, heiss vom kohlensauren Kalk filtrirt, eingedampft und 
im Toluolbad getrocknet. Das Salz wurde mit HNO, gelost, 
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quantitativ in den Platintiegel gebracht, abgedampft, gekuhlt, 
CaO gewogen. In einer zweiten Probe wurde die organische 
Siiure freigemacht, mit Silbernitratl6sung versetzt und erwiarmt, 
es scheidet sich Silber ab, charakteristisch fiir Ameisen- 
siiure. Das Auftreten der Ameisensiiure und des Ammoniaks 
spricht einigermaassen fiir die voriibergehende Anwesenheit 
von Cyanwasserstoff. 


Beleg-Analysen. 


I. Phosphorwolframsiéureniederschlag von 0,5163 g 
reinem Glycocoll wird quantitativ in den Kolben des Kjeldahl- 
Apparates gebracht; ganze Behandlung wie friiher. 

Filterglas ohne Pt-Salz. . . . 48.0216 ¢ 
> mit > » - « « 48,6320 >» 
0.6104 g 

Der Platindoppelsalzniederschlag wurde durch wieder- 
holte Fallung quantitativ gesammelt, steht also im quantitativen 
Verhiltnisse zum Ausgangsglycocoll. 

Tiegel ohne... . . 15,4562 g 
mit... - - 36,7836 > 
0,2674 » Pt, 
entsprechend 0,0967 g Ammoniak. 


Gefunden . . . . ° . + . . . . . . 7 . . Pt 43,87 7 0 
Theoretisch fiir Ammoniumplatinchlorid . . » 44.09 » 
ee ae (),22 %. 


I]. Riickstand von der Kjeldahl-Destillation; Be- 
stimmung des Kalksalzes. 


Schaale ohne Salz ...... . . 29,5095 g 

> mit woe: wow a oe 
),2617 g Salz. 

Platintiegel Jeer ........ «. 23,4034 » 

> mit CaO .....«. « Sa0140 » 


0.1106 ¢ CaO 
d. h. 42,26 °%o CaO des Salzes. 


Theoretisch fiir ameisensauren Kalk (Ca perer - . 43,08 °/o 


gefunden . . . . . . . o e . . . - . . . . . . 42.16 & 


Differenz * . ° . . . . ° * . o . . . . 0,08 O/o. 








lll. Phosphorwolframsiureniederschlag von 
0,2314 g Glycocoll wurde der Kjeldahl-Destillation unter- 
worfen. 

Verbraucht: 16,2 ccm. Lauge, entsprechend 18,53 °/o N. 

(Titer: 123,55 cem. Séure == 132,24 ccm. Lauge = 351 mg N.) 


Vorhem@em .« .. -ts 2s «> + BGS %e 8 
gefamien «6 tt ew + oo BB > > 


Die interessante Beobachtung, dass Glycocoll bei dem 
beschriebenen Verfahren quantitativ durch Phosphor- 
wolframsadure fillbar und zum Theil in Ameisensaure 
iiberfiihrbar ist, legte mir den Gedanken nahe, die Diamido- 
siuren derselben Behandlung zu unterziehen, um eventuell 
eine quantitative Trennung oder wenigstens eine qualitative 
Differenzirung der Mono- und Diamidosiiuren ausarbeiten zu 
kOnnen. In Folge der grossen Zeitinanspruchnahme, welche 
die Herstellung absolut reiner Diamidoséuren beansprucht, 
habe ich vorliufig von dieser Arbeit Abstand nehmen miissen. 


Berichtigung. 
Von 
WI. Gulewitseh. 


In Band XXX, Seite 531, Zeile 10 von unten lies. 
das die Guanidingruppe enthaltende Derivat » 


statt: «Das Guanidinderivat>. 











Zur Chemie der Mucine. 
Von 
P. A. Levene. 


(Aus der physiologisch-chemischen Abtheilung des Pathologischen Instituts der 
New-Yorker Staatskrankenhiuser. ) 


(Der Redaction zugegangen am 12. October 1900.) 


Gegenwirtig werden die Mucine als Verbindungen von 
Eiweissstoffen mit Kohlenhydraten betrachtet. Diese Annahme 
beruht auf der Thatsache, dass alle Mucine und verwandte 
Verbindungen bei laingerer Behandlung mit verdiinnten Mineral- 
siituren Substanzen geben, die Fehling’s Lésung ebenso redu- 
ciren wie Glucose. Die wahre Natur dieser Substanzen blieb 
jedoch den ersten mit Mucin Arbeitenden unbekannt. 

Der erste erfolgreiche Versuch, ein reines Kohlenhydrat 
zu erhalten, wurde in Hoppe-Seyler s Laboratorium gemacht. 
Landwehr berichtete, dass er aus verschiedenen Mucinen 
eine gummidhnliche Substanz erhielt, die er thierisches 
Gummi nannte. Er betrachtete jedoch Mucin nicht als eime 
molekulare Verbindung von Eiweissstoffen und thierischem 
Gummi; seiner Meinung nach waren die Mucine nur eine 
Mischung der zwei Substanzen, doch wurde diese Ansicht 
spaiter von ihm geiindert. Nach Landwehr suchte fast jeder 
an dieser Aufgabe arbeitende Forscher nach demselben thierischen 
Gummi und viele behaupteten, es gefunden zu haben, dagegen 
gelang es-Hammarsten nur einmal, aus Mucin eine stick- 
stofffreie Substanz zu erhalten, welche nach dem Erhitzen 
mit Mineralsiiuren fihig war, eine alkalische KupferlOsung zu 
reduciren. Lobisch behauptet, dass er, nach Landwehr’s 
Angaben arbeitend, dasselbe thierische Gummi vom Mucin- 
bindegewebe erhalten habe. 

Eine neue Reihe von Untersuchungen, die ganze Frage 
vom thierischen Gummi umfassend, wurde ganz unlingst von 
Folin in Hammarsten’s Laboratorium unternommen. Der 
letztere bezweifelte aus gewissen Griinden die Richtigkeit der 
Landwehr’ schen Schliisse. Er hielt sich so nahe als mdg- 
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lich an die Vorschriften Landwehr’s, doch waren die Sub- 
stanzen, die er auf diese Weise erhielt, niemals frei von 
Kiweissstoffen, Statt thierischen Gummis erhielt er eine 
Mucinalbumose. Die meisten Anderen forschten nur nach der 
“7usamimensetzung der verschiedenen Mucine als soleher oder 
nach den Kohlenhydraten, die durch Erhitzen der Mucine mit 
verdinnten Mineralsalzen entstanden. 

ln dieser Hinsicht sind von grosser Wichtigkeit die 
Arbeiten von EF. Miiller und seinem Schiller John See- 
mann, sowie die Arbeit von Leathes. Miiller und See- 
mann erhielten aus Mucinen eine krystallinische Substanz mit 
allen Eigenschaften des Glycosamins, Leathes aus Mucoid 
eine Substanz, die der Formel eines reducirten Chondrosins 
entsprach. Die letzte Arbeit erschien, nachdem ich meine 
vorliufige Mittheilune vor der Chemischen Gesellschaft zu 
New-York gemacht hatte. 

Alle Mucine weisen eine Eigenschaft. auf, welcher bis 
ietzt nicht eentigende Aufmerksamkeit geschenkt worden ist: 
sie besitzen niimlich sehr ausgesprochen die Natur einer Siure, 
welche deutlicher ist als bei irgend einem einfachen Etwelss- 
stoffe. Zur Erklirung dieser Thatsache kann man von zwel 
Ueberlegungen ausgehen: Erstens kann die Substanz, welche 
nach dem = Erhitzen mit Mineralsiiuren Kupfer reducirt, ein 
Siturederivat eines Kohlenhydrates sein oder zweitens kann 
das Mucinmolekiil ausser Eiweiss und Kohlenhydrat auch noch 
eine Siture enthalten. Loebisch hatte ebenfalls schon die 
Beobachtune gemacht, dass sein thierisches Gummi Carbonate 
zersetzte, und Hammarsten gab an, dass er aus Mucinen 
eine Substanz mit Siiureeigenschaften erhalten konnte. 

Der Zweck dieser Arbeit war ein griindliches Studium 
des Siurentheiles des Mucinmolekiils, meine ersten Unter- 
suchungen machte ich an Tendomucin nach der Methode von 
Chittenden und Gies. Das reine Muein wurde in einer 
10° oigen Loésung von Kochsalz aufgenommen, eine Stunde 
auf dem Wasserbade digerirt und mit Alkohol nieder- 
eeschlagen. Dieser Niederschlag alsdann 24—48 Stunden 


mit einer 2° igen Loésung von Aetznatron behandelt, die 
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Losung erst mit Essigsiiure abgestumptt. bis sie schwach 
alkalisech blieb, dann gab man Pikrinsiiure in starkem Ueber- 
schuss dazu und machte sie endlich durch Essigsiiure stark 
sauer. 

Die Lésung wurde nun filtrirt und das Filtrat mit 3 bis 
¢ Volumen Alkohol vermischt. worauf sich ein weisser Nieder- 
schlag bildete. Die anhaftende Pikrinsiiure kann leicht durch 
Alkohol und Aether beseitigt werden. Der Niederschlag ist 
in den meisten Fallen biuretfrei. Er wurde gewohnlich wieder 
in Wasser aufgelost, mit Aetznatron alkalisch gemacht und 
mit Alkohol wieder niedergeschlagen. Dieser Process wurde 
gewohnliich 3—+4 Mal wiederholt, selbst in Fallen, wo der erste 
Niederschlag nicht vollstiindig biuretfret war. erreichte man 
das erwiinschte Resultat nach ein- oder zweimatliger Behandlung 
mit Alkohol. 


Kigenschatten. 


Die Substanz zetchnet sich durch foleende Eigenschatften 
aus: Loslich in Wasser mit saurer Reaction, unloslich in 
Alkohol und Aether. Die wiisserige LoOsune bildet bei Ab- 
wesenheit von Mineralsalzen auf Zugabe von Alkohol und 
selbst von Alkohol und Aether einen sehr dicken gallertartigen 
Niederschlag; bei Gegenwart von Mineralsalzen besteht der 
Niederschlag aus weissen Flocken. Die Loésung der Substanz 
in Wasser schligt Albumosen in einer sauren Lésung nieder. 
Die Substanz enthielt Stickstoff und Schwefel, gab aber keine 
der Kiweissfarbenreactionen; mit verdiinnter Salzsiiure gekocht, 
reducirte sie Fehlings Lésung. 

Die Losung der Substanz blieb bei Zugabe von Salzsiiure 
und Chlorbaryum vollstandig klar, aber beim Kochen_ bildete 
sich ein weisser Niederschlag. Wird die Substanz in einer 
3” oigen Losung von Salpeter- oder Schwefelsiiure aut dem 
Wasserbad oder auf freier Flamme erhitzt, so ist durch Zugabe 
von Alkohol kein Niederschlag mehr erhiiltlich, es bildet sich 
aber wohl ein solcher, wenn man Alkohol und Aether hinzu- 
liigt. Dieser Niederschlag wurde mit einer Losung von 
Baryumhydrat behandelt und filtrirt. Bei Erwirmung dieses 
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Filtrates bildete sich ein orangefarbiger Niederschlag, der 
charakteristisch fiir Glykuronsaure ist. 

Ks wurde ferner festgestellt, dass die Substanz bei Er- 
wirmen mit 5° viger H,SO, Essigsiiure liefert. 

Ungefihr 5 g von dem Baryumsalz der Substanz wurden 
in Wasser aufgelOst und verdiinnte Schwefelsdure hinzugefiigt, 
his die L6sung sauer auf Methylorange reagirte, hierauf wurde 
sie mit Alkohol und Aether behandelt. 

Der hierdurch entstehende Niederschlag wurde filtrirt. 
mit Alkohol und Aether gewaschen, von Neuem aufgelost und 
wieder pracipitirt. Schliesslich wurde er in 5°*/oiger H,SO, 
aufgelést, erhitzt und die so gebildete fliichtige Siure mit 
Wasserdampf destillirt und in einer n/10-Lésung von NaOH 
aufgefangen. Nach Beendigung des Processes wurde die letztere 
Losung neutralisirt, bis zum Trockenwerden verdunstet, in ein 
wenig Wasser aufgel6st und nach Zugabe von etwas Alkohol 
und Schwefelsiiure erhitzt. Es bildete sich Essigester. 

Die Natron-, Baryum- und Kupfersalze der Substanz sind 
loshch in] Wasser und unléslich in Alkohol. 

Alle diese Eigenschatten weisen auf Chondroitin-Schwefel- 
siiure und es war deshalb noéthig, festzustellen, in welcher 
Beziehung die Substanz zu der letzteren steht. Zu diesem 
Zwecke wurden mehrere Salze analysirt. 

Analyse der Salze. 

Das Natronsalz wurde erhalten durch Aufldsung der 
urspriinglichen Substanz in Aetznatron und Fiillung mit Alkohol. 

Dieser Process muss mehrere Male wiederholt werden. 
Der Stickstoff wurde nach Kjeldahl’s Methode bestimmt. 

0.2673 @ der Substanz in 15 ccm, H,SO,+8 g K,SO, 
aufgelést, zu 15 com. n/1o-H,SO, musste 9,2 n/10-NaOH hin- 
zugefiigt werden; N—0,00762 g—=2,70°/0, Na-freie Substanz 
N=3.95°/o. 

Schwetfel: 0,137 g der Substanz wurde aufgelost in einer 





1°/oigen Loésung von HCl, BaCl, hinzugefiigt, ohne dass ein 
Niederschlag entstand: die Lé6sung dann eine Stunde tber 
offener Flamme gekocht und tiber Nacht stehen gelassen. 
BaSO, = 0,032; S = 3,29. 











399 — 


Natron: O,1743 @ der Substanz gegliiht, dann einige 
Tropfen H,50,  hinzugefiigt und das Giiihen — fortgesetzt. 
Na,SO, = 0,1103 g:; Na = 20,4°/o. 





Barvumsalz, 


Die wiasserige LoOsung der Substanz wurde mit Baryt- 
wasser behandelt und dann ein ebenso grosses Volumen 
Alkohol hinzugeltigt. Nachdem der Niederschlag mittelst einer 
Saugpumpe filtrirt worden, wurde er wieder in Wasser auf- 
gelist, Barytwasser dazu gegeben und wie vorher behandelt. 
Der Process wurde dreimal wiederholt. Das Salz wurde 
dann wiederholt in Wasser aufgelést und durch Alkohol 
niedergeschlagen.  Schliesslich wurde es mit Alkohol und 
Aether gewaschen, in vacuo bei ungefiihr 100° C. getrocknet. 

Stickstoff bestimmt wie schon erwiihnt: 

0.35902 ¢ haben zur Neutralisation néthig 7,4 ccm. von 
n/10o-H,SO,, N — 2,68°/o. 

Schwefelbestimmung: 0,3178 g von der Substanz wurden 
in Wasser aufgeldst, wobei die Loésung ganz klar blieb, dann 
wurde Salzsiiure hinzugefiigt, bis eine 1°/oige LOsung entstand, 
welche eine Stunde lang gekocht wurde. BaSO, = 0,058, 
S = 2,01°%o. 

Barvumbestimmung: Zu dem vorigen Filtrate von BasSQ, 
tiigte man H,SO, hinzu, bis sich kein Niederschlag mehr bildete. 
Das dadurch entstandene BasSO, wurde mit dem friiheren ver- 
einigt und zusammen gewogen. BasSO, — 0,1262, ba = 
23,35°/o. Kohlenstoff und Wasserstoff. 0,1575 g der Substanz 
mit Kaliumbichromat ergaben CO, — 0,1715, € = 29,60°/o; 
H,0 = 0,700%/0, H = 4,94°'0. 


Kupfersalz. 

1. Eine Losung der Siiure und des Natronsalzes der 
letzteren wurde mit einer alkoholischen L6sung von Kupfer- 
acetat niedergeschlagen. Der Niederschlag wurde hierauf so 
lange mit Alkohol gewaschen, bis sich kein Kupfer mehr darin 
aufloste, hierauf wieder aufgelOst und von Neuem durch Alkohol 
niedergeschlagen. Mehrmalige Wiederholung dieses Processes. 
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Q.358 ¢ dieser Substanz wurden dann in einer 1° oigen 
Losung von HCL aufgel6st und mit H,S behandelt. Das Kupfer 
wog als CuO = 0,046, Cu = 9,97. 

?. Kine Losung des Natronsalzes der Siture wurde mi! 
Kupferchlorid behandelt, bis sie anfing, auf Congopapier zu 
reagiren. Das Kupfersalz wurde dann durch Alkohol nieder- 
seschlagen und der Niederschlag mit Alkohol gewaschen, bis 
letzterer weder Kupfer noch Chlor enthielt. Der Niederschlag 
wurde dann wieder aufgelost und von Neuem priicipitirt, bis 
die Filtrate weder Cu noch Chloride enthielten. 

Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl wie oben: 

Q.2558 ¢ der Substanz neutralisiren 5,6 com. n/10-H,SQ,, 
N 3,390. 

Q,2500 2 der Substanz neutralisiren 6,1 cem. 1/10-H,SO,, 
N = 3,41). 

Schwefelbestimmung : 

Q151 g der Substanz wurden in einer L°/oigen Losung 
von Chlorwasserstoffsiiture aufgelést und eine Losung von Bal, 
hinzugefiigt. Die Lésung wird hierauf eine Stunde gekocht. 
BaSO, = 0,0275, 8 = 2,41°/o. 

Kupferbestimmung : 

O4¢¢ g@ des Salzes wurden in einer 1° oigen Losung 
von Salzsiiure aufgelést, die Losung ungefiihr eine Stunde ge- 
kocht und dann mit HS behandelt. CuO = 0,0695, Cu = 
12.46" 0. 

3. Priiparat wie 2. -—— Getrocknet in vacuo bet emer 
Temperatur von 70°. 

Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl: 

O.389 @ des Salzes neutralisiren 7,5 com. n10-H,SO,, 
N = 2,95°/. 

Schwefelbestimmung : 

0.3705 @ der Substanz in einer 1"’/oigen Losung von 
Salzsiiure aufgelist, eine Lésung von BaCl, hinzugetiigt und 
dann eine Stunde gekocht. Ba,SO, = 0,1010 g, 5 = 3,82°/0. 

Kupferbestimmung: 

Das Filtrat von der BaSQ,-Lésung mit H,S_ behandelt. 
CuO = 0.0757, Cu = 16.44%. 
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Kohlenstoff- und Wasserstoffbestimmungen : 


1. 0,1663 g der Substanz ergaben bei Verbrennung CO, — 
0.1606 g, G@ = 27,36 und H,O — 0,747, H = +,98° 0. 
A 


2. 0.1958 g der Substanz gaben CO, — 0.1925 g, C= 


27,74 und H,O — 0,0888, H = 5,11°%/o. 

3. O,1811 ¢ der Substanz gaben CO, — O,1798 ¢ und 
H,0 — 0,0800 g, GC = 27,25, H = 4,91°% 0. 

4. Praparirt wie 2 und 3. — Bei einer Temperatur von 


kO° C. in vacuo getrocknet. 

Stickstoff, bestimmt wie oben: 

0,381 g neutralisiren 8,5 com. ni10-H SO, N = 3,12°%o. 

Schwefelbestimmung: 

Q,250 g der Substanz in einer 2°/oigen LO6sung von Salz- 
siiure aufgelost, eine Losuug von BaCl, dazugegeben und da- 
mit eine Stunde gekocht. BaSO, = 0,009, S = 3,88° 0. 

Kupferbestimmung : 

Q,500 g mit Natriumearbonat und Kaliumnitrat  ge- 


schmolzen, CuQ = 0,0523, Ca = &,34°%/o. 
Kohlenstoff- und Wasserstolfbestimmungen: 
1. 0.1440 g der Substanz gaben CO, — 0,1592 g¢ und 


H, O — 0,070% g, © = 30,20, H = 5,43°). 


2. O,1945 g gaben CO, — 0,21638 g und H,O — 0,0951 g, 


“= 


C = 29.86, H 5,42%o. 
3. 0.1341 g¢ gaben CO, — 0,1471 ¢g und HO —- 0,0650 g, 
(= 20,91, H = 5,29%o. 


Kin Vergleich aller Analysen zeigt, dass die analysirten 
Proben in ihrer Zusammenstellung variiren, wie aus der folgen- 
den Tabelle leicht ersichtlich ist. 








( H N 2 Base 
Oe —_ {| — 2.70 3.29 ) 2040 
Baryumsalz .... . | 2996 | 494 | 265 | 2.51 | 23,31 
MUIOVERIS « «6 a an a. Y 97 
— — 3AO 2 41 12.46 
27.43 | 5.00 2.96 3.82 16,44 


29,99 
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Macht man die Berechnung fiir den freien organischen 
Rest ohne die Base und das SO,, so ergibt sich folgende 


Tabelle: 








(; H N 0 
Natriumsalz .... — | — 3.95 oo 
BOTryUINGAle «4.4 5 41.66 > 6.97 a74 47 66 
Kaplerasiz ... 4% — | — | — | — 
io | ae “si = 
36,55 | 6.65 | 4,04 | 52,83 
37,50 | 6.77 | 3.66 | 52,07 


Auch der organische Rest variirt in seiner Zusammen- 
setzung. andererseits unterscheidet er sich von Chondroitin, 
das folgende Zusammensetzung hat: 

C H N QO 
54,90% 5,618 0 2.91%, 46,58 %o. 

Diese Unterschiede kénnen aber leicht erkliirt werden, 
wenn wir annehmen, dass die chondroitinschwefelsauren Salze 
mit Glycosamin in verschiedenem Verhiiltniss vereinigt waren. 

Man konnte dann die folgenden Formeln annehmen: 

Fiir das Baryumsalz: 

Befund: Berechnung: 
(7C,,H,,NO,,Ba,SO, + C,,H,,NO,, +- 
10 C,H, NO, + 14H,0) 


C 29,96" » 29,4999 
H +9490 414%, 
N 265° 3,01 ° 0 
2,90" 0 2.65°/o 
Ba 23,31° 92 QI”), 


Fiir das Kupfersalz 3: 


Befund: Jerechnung: 
(2C,,H,,NO,,Cu,SO, + C,H,,NO,.CusSO, + 
$C H,,NO, + 18H,O) 
c 27,45 0 27.03 °/0 
HH DOO”, 4,7 9% 
N 2,96 9/o 314° 0 
> 3,82 °/o 3,990 
16.44% o AS 








das Kupfersalz 4: 
Befund: Berechnung: 
(2C,,H,,NO,,Cu,SO, +- 2C,,H,,NO,,Cus0, + 
C,,H,,NO,.H,S50, +- 5C,H,,NO, 4+- 28 H,O 


(29,999, 30,27" 
H 3.35" 5.380 

N 3.92° 3.970), 
= 3.88 “ae 3.742 . 
Cu 8.34" 4 8.83 4. 


Aber die analytischen befunde schliessen auch nicht die 
Miglichkeit aus, dass die Substanz tiberhaupt keine Chondroitin- 
schwefelsiiure ist, dass sie nimlich mehr Glycosamin enthiilt, 
wie die Chondroitinschwefelsiiure. 

Deshalb wurde versucht, das Chondrosin aus der Sub- 
stanz darzustellen. Die Substanz wurde in einer 3°/oigen 
Losung von Salpetersiure aufgelOst und iiber einer offenen 
Flamme gekocht, bis sich bei Zugabe von Alkohol kein Nieder- 
schlag mehr zeigte. Die LOsung wurde dann mittelst Alkohol- 
iither niedergeschlagen. 

Es wurden einige Gramm vom Baryumsalz mit Schwefel- 
siure vom Baryum befreit, dann mit Alkohol und Aether 
niedergeschlagen, dieser Niederschlag in 3°/oiger Salpeter- 
siure aufgelost und tiber einer freien Flamme erhitzt, die 
Fliissigkeit dann mit Alkohol und Aether behandelt, wobei sich 
ein Niederschlag bildete, der in vacuo getrocknet wurde. 

Eine Stickstoffbestimmung wurde nach Kjeldahl aus- 
eefiihrt. 

0.2830 g Substanz siittigten 7,60 n/10-H,5O,; die Sub- 
stanz enthielt 5,05°/o Asche: der Stickstoff fiir die aschefreie 
Substanz = 3,96°/o. 

Also auch dieses Resultat macht die Annahme, dass 
die Substanz eine Chondroitinschwefelsiure ist, wahrscheinlich. 
Noch sind meine Versuche zur volligen Feststellung der Forme! 
hoch nicht ganz vollendet. Ich hoffe, deren Resultate in einer 
zweiten Abhandlung mitzutheilen. 

Die niichste Frage war, ob diese gepaarte Schwefel- 
suure einen integrirenden Theil des Mucinmolekiils — bildet. 
Etwas von dem, wie friiher erwiihnt, bereiteten Mucin wurde 











in 1° oigem Natronearbonat aufgel6st und sotort wie oben 
behandelt, um die Siiure zu isoliren: es ergaben sich jedoch 
bloss Spuren. Der Riickstand wurde gewaschen, wieder auf- 
velOst und wieder in derselben Weise behandelt, mit dem 
niimlichen Resultat. Der Riickstand wurde hierauf griindlich 
mit destillirtem Wasser ausgewaschen, bis die ganze Substanz 
durchgewaschen war, und 2% Stunden in) 200) ccm. einer 
2° higen L6sung von Aetznatren gelassen. Er wurde dann, 
wie oben, beziiglich Isolirung der Substanz behandelt. Das 
Resultat fiel sehr befriedigend aus. Die Siiture kann vom 
Mucin getrennt werden, auch indem man das letztere aut 
dem  Wasserbade unter Zugabe einiger Tropfen  Salzsiiure 
digerirt. Zersetzt man das Mucin mit Pepsinsalzsiiure, so 
erhiilt man schon nach einer Digerirung von 24 Stunden 
dieselbe gepaarie Schwefelsiiure. Nach einer dreiwéchigen 
Verdauung blieb jedoch ein Theil des Mucins ungelost. Die 
Erforschung der Natur dieses Riickstandes sowie der hierbel 
stattfindenden Proteolyse ist bis jetzt noch nicht vollendet. 
Die niichste Aufgabe war, festzustellen, ob nur Tendo- 
mucin Schwefelsiure in esterartiger Bindung enthilt, oder 
ob alle Mucine und Mucoide’ dieselbe Zusammensetzung 
haben. Die folgenden Untersuchungen beschriinken sich aut 
das submaxillare Mucin und die Mucoidsubstanz eines Careci- 
noms. Das submanxillare Mucin war nach folgender Methode 
behandelt: Die Driisen wurden gleich nach dem Tode— des 
Thieres entfernt, in Aether gelegt und ins Laboratorium ge- 
bracht. Hier wurden sie in einer Maschine fein zerhackt, 
worauf man sie withrend 2% Stunden in destillirtem Wasser 
maceriren less, sie aber durch Zugabe von Chloroform. in 
grossen Quantitiiten vor Zersetzung schiitzte. Das Extract 
wurde dann durch Gaze filtrirt, hierauf in Scheidetrichtern 
wut mit Aether durchgeschiittelt und 24 Stunden darin stehen 
gelassen. Dureh diesen Process kamen alle Gewebetheile und 
das Fett an die Oberfliiche und der untere Theil blieb voll- 
stiindig klar. Dieser wurde filtrirt und nach Hammarsten s 
Methode auf Mucin behandelt. Die Substanz wurde zweima! 
wieder aufgeldst und niedergeschlagen. Dieses Mucin wurde 
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auf dieselbe Weise wie das Tendomucin auf Aetherschwetel- 
siture geprift. Statt dieses letzteren erhielt man aber eine 
Substanz, die der von Folin im Hammarsten schen Labo- 
ratorium erhaltenen ¢lich und welche dieser Mueinalbumose 
nannte. 

Nach einigen vergeblichen Versuchen, eine eiweissfreie 
Siiure zu erhalten, erreichte ich zuletzt das gewiinschte Resultat 
auf folgende Weise. Das Mucin wurde eine Stunde auf 
einem Wasserbade mit O,1°/oiger Salzsiiure digerirt. Nach- 
dem die Losung mit Aetznatronlésung neutralisirt worden, 
wurde site mit grossen Quantitiiten Alkohol behandelt. Die 
dadurch gebildeten Niederschliige wurden in 5°/oiger Aetz- 
natronlosung iiber Nacht stehen gelassen. Hierauf wurden 
sie mit Briicke’s Reagens und Salzsiiure behandelt. Das 
Filtrat ergab bei Zugabe yon Alkohol und Aether keinen 
Niederschlag. Wurde jedoch die Lésung vor der Zugabe von 
Alkohol mit einer geniigenden Quantitliit Aetznatronlésung 
vermischt, um sie neutral zu machen, so bildete sich ein 
velblicher Niederschlag, der grosse Aehnlichkeit mit dem 
Natronsalz der Aetherschwefelsiiure hatte. Der Niederschlag 
wurde noch einmal in einer verdiinnten Losung von Natron- 
hvdrat aufgelost, filtrirt und mittels Alkohols niedergeschlagen. 
Die so entstandene Substanz schlug eine saure LOsung von 
Albumosen nieder, reducirte Fehling’s Loésung, wenn sie 
zuerst mit Salzsiiure gekocht wurde, und ergab nach dem 
Erhitzen auf Zugabe von Salzsiiure und Baryumchlorid einen 
Niederschlag. Dieser war stickstoffhaltig und gab keine Biuret- 
reaction. Ich hatte nicht genug Material fiir die Chondroitin- 
probe, 

Aus diesen Versuchen ist ersichtlich, dass das submaxil- 
lare Mucin in seinem Molekiile eine Substanz enthiilt, welche 
entweder Chondroitinschwefelsiiure oder nahe damit verwandt 
ist. Die Versuche mit Mucoid aus Carcinom, nach derselben 
Methode wie das submaxillare Mucin dargestellt, weisen auf 
eine ihnliche Substanz hin. 
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Erwiderung. 
Von 
Ivar Bang. 


(Der Redaction zugegangen am 8. November 1900.) 
oe / 


Zu den Bemerkungen des Herrn Prof. Kossel') gegen 
meine Arbeit tiber das Nucleohiston habe ich Folgendes anzu- 
luihren. 

Wenn Herr Prof. Kossel meint, dass ich die Frage 
nach der Existenz des Nucleohistons mit der Frage nach 
dem priformirten Vorkommen in der Zelle vermengt habe, 
kann dies nur auf einem Missverstiindniss beruhen, da_ ich 
nur Wasserextracte (und physiologische Kochsalzextracte) aus 
Thymus untersucht habe, ganz ebenso wie Lilienfeld. 
Ueber das Vorkommen der betreffenden Substanzen in der 
Zelle habe ich mich nicht geiiussert. Im Gegensatz zu Lilien- 
teld, der behauptet, dass das Wasserextract aus Thymus 
einen Kérper, das Nucleohiston, enthilt, habe ich gefunden, 
dass hier mehrere verschiedene Substanzen vorkommen. 

Wenn Herr Prof. Kossel behauptet, dass diese ver- 
schiedenen Substanzen die Componenten des Nucleohistons 
bilden, welche bei dem Lilienfeld’schen Verfahren, d. h. 
durch die Behandlung mit Essigsiiure, zu diesem Korper zu- 
sammentreten, so steht dies erstens im Widerspruch zu Lilien- 


teld’s Auffassung, welcher das Nucleohiston als einen 
priformirten Bestandtheil des Wasserextractes be- 
schreibt (vide Bd. 18 diese Zeitschrift S. 478: «Schittelt 


1) Diese Zeitschrift. Bd. XXX. 
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man... . Thymusdrisen mit Wasser, geht ein Korper in 
Losung. Dies ist das Nucleohiston»). Zweitens enthilt 
das Wasserextract nicht die Componenten des Nucleo- 
histons. Diese sind nach Lilienfeld) Histon und Leuco- 
nuclein und nicht. wie Kossel jetzt schreibt: Nuclein- 
sdure, Nuclein und Histon (!) Nun enthalt ja das Wasser- 
extract Histon, aber ketn Leueonueclein. Foletich kann 
auch nicht von einem «Zusammentreten» dieser Componenten 
“zuun Nucleohiston die Rede sein. Drittens kann man die 
exsigsdurefillung durch Lauge zu emer neutralen Losung auf- 
losen. aus welcher man ebenso wie aus dem Wasserextract 
lureh Salze verschiedene Fractionen bekommen kann. | Ich 
<chliesse hieraus, dass die Substanzen des Wasserextractes 
nicht zu einem einheitlichen Korper, dem = Nucleohiston, zu- 
summentrvetlen, 

Dass das Nucleohiston sich als praformirter Korper nich 
in Wasserextracte vorfinden kana, habe ich auch bewlesen 
leh ohabe néimbeh = eefunden, dass das Wasserextract ei 
Nucleoproteid enthalt, welches durch Essigsiture — nieder- 
geschlagen werden kann. Dasselbe Nucleoproteid) kana man 
auch durch O.9°% sige Na€l-Losung extrahiren. Dass dies 
Nucleoproteid ein einheitlicher Korper ist, welcher nichts 
mit dem «Nucleohiston» zu thun hat, dartiber kann woh! 
auch Herr Prof. Kossel nicht im Zwetfel sein Weiter habe 
ich aus dem Wasserextract allein durch 0,7-—0,9°/9 NaCl eine 
Fraction ausfillen kGnnen, welche kein Histon enthiilt. Diese 
Fraction geht aber auch in die Essigsiiurefiillung tiber. Wenn 
man nicht annehmen will, dass die Anwendung von 0,9°oiger 
Kochsalzljsung eine chemische Verbindung von Histon mil 
der oder den Substanzen der erwihnten Fraction spaltet, so 
muss man zugestehen, dass auch diese Fraction sich als eime 
Verunreiniguag des « Nucleohiston »-Niederschlages durch Essig- 
siiure darstellt. Wenn Prof. Kossel auch nicht dem beistimmen 
will, dass das Histon sich im Wasserextracte als ein freier KOrper 
befindet, was ich auch glaube bewiesen zu haben;:so geht 
doch aus meinen Untersuchungen hervor: 1. Das sogenanntec 
Nucleohiston kann unmodglich ein einheitlicher Korper sein. 
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2, Man kann nicht durch Lilienfeld’s Verfahren einen 
solchen Korper darstellen. 8. Da man die eine Componente 
des Nucleohistons auf keine Weise darstellen kann, kann 
iiberhaupt kein Nucleohiston existiren. 

Wenn Herr Prof. Kossel zum Schluss mir vorwirtt, 
dass ich verschwiegen habe, dass bereits Lilienfeld das 
Nucleoproteid dargestellt und analysirt hat, so ist) mir dies 
eanz unbeereiflich. Herr Prof. Kossel muss offenbar die nicht 
unwesentliche Thatsache tibersehen haben, dass Lilienfeld’ s 
Nucleoproteid ganz unldslich im Wasser ist, wahrend 
mein Nucleoproteid im Wasser léslich ist. Ausserdem 
wird das Nucleoproteid Lilienfeld’s durch 10° oige Kochsalz- 
losung extrahirl, wihrend ich mein Nucleoproteid schon durch 
Wasser oder 0,7° sige Kochsaizlésung extrahiren kann, 

“Auleizt kann ich zuftigen, dass es nicht durch die Analysen 
Lilienfeld’s so festgestellt ist, wie Prof. WKossel elaubt, 
dass das Nucleohiston eine constante, durch Umfiitlung nicht 
zu andernde Zusammensetzung hat». Halliburton hat nim- 
lich ganz andere Phosphorwerthe als Lilienfeld gefunden. 
Auch hat er bet mehrfachen Lésungen und Fillungen des 
Nucleohistons sehr versehiedene Phosphorwerthe  ge- 


funden. Malengreau!) hat zwei verschicdene Nucleohistone 
beschirieben, wovon das eine 0,59)» P, das andere aber 4,5°/5 P 
enthielt. Obwohl Malengreau die Sachlage missverstanden 
hat, deuiet doch seine Arbeit auf dasselbe, was ich gefunden 
habe. Endlich ist die Existenz des Nucleohistons nach Kossel’s 
eigener Definition unmdglich. Das Nucleohiston ist) nach 
Kossel eine abgesiittigie salzartige Verbindung der sauren und 
basischen Bestandtheile der Thymuszelle. Da man nun hier 
mehrere versechiedene basische und saure Substanzen be- 
schrieben hat (z. B. Histon und Parahiston}, muss folglich nach 
Kossel das Nucleohiston mehrere oder alle diese enthalten. 
(Kossel hat schon zwei saure Componenten hervorgehoben. 
Dann aber muss Kossel auch Lilienfeld’s Begriff des Nucleo- 
histons erheblich dindern. Wenn also Kossel schreibt: «Die 


1) La Cellule, T. XVII. 
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Lilienfeld schen Arbeiten werden dann durch die Erorterungen 
des Herrn Bang gar nicht berthrt,» will ich nur zufiigen: 

Die Arbeiten Lilienfeld’s werden schon durch die 
Vertheidigung Prof. Kossel’s gegen mich sehr — ernstlich 
berthrt. 

Von mehreren Seiten aufgefordert, habe ich mich dazu 
entschlossen, meine Studien iiber die Substanzen aus Thymus 
wenn mdglich fortzusetzen. 


Bemerkungen zu der Erwiderung des Herrn Bang. 
Von 
A. Kossel. 


Die vorliegende Erwiderung des Herrn Bang enthiilt 
eine Wiederholung der friiheren Behauptungen,-ohne dass ein 
neues Beweismittel hinzugefiigt wurde. Ich verzichte darauf, 
jetzt. nochmals auf diese Frage einzugehen, will jedoch her- 
vorheben, dass der von mir angefochtene Ausspruch des 
Herrn Bang: «Es gibt kein Nucleohiston,» auch durch die 
inzwischen erschienenen Mittheilungen von Malengreau!) und 
von Huiskamp?) als unrichtig erwiesen wird. 


1) La Cellule, T. XVII. S. 339. 
2) Sitzunesberichte der Kel. Akademie der Wissenschaften 
Amsterdam, 24. Nov. 1900. 














Chemische und physiologische Studien ber die Guanylsaure. 
Von 


Ivar Bang. 


I. Theil. 


Chemische Studien. 


Der Redaction zugegangen am 14. November 1900.) 


Nach Kossel') konnen wir die Nucleinsiiuren in drei 
Gruppen zusammenftassen: erstens Thymonucleinsiiuren, zweitens 
Inosinsiiure und Guanylsaéure und drittens Plasminsiiure. 

Die Thymusnucleinsauren sind nun unter sich verschieden- 
artig. Hier finden wir die beiden Nucleinsiiuren der Thymus- 
driise, die Nucleinsiiuren aus dem Sperma der Fische und die 
Hefenucleinsiiure. Die Gruppe wird am besten dadurch charak- 
terisirt, dass der Kern dieser Nucleinsaiuren aus einer (oder 
mehreren) substituirten Phosphorsiiure in Verbindung mit der 
basischen Substanz Thymin als Thyminsiiure besteht. Die 
Gruppe besteht also aus Nucleisiiuren, die sicher nahe ver- 
wandt sind, und ist als eine wohl charakterisirte zu bezeichnen. 
Man muss deshalb Kossel beistimmen, wenn er die Gruppe 
der Thymonucleinséuren aufstellt. 

Dagegen kann der Verfasser Kossel nicht weiter folgen, 
wenn er die Inosinsaéure und Guanylsiure zu einer Gruppe 
zusammentfasst. Dies werde ich unten niiher begriinden. Auch 
ist es nach den vorliegenden Untersuchungen nicht sicher oder 
wahrscheinlich, dass die Plasminsiure eine echte Nucleinsiure 
ist: die dritte Gruppe Kossel’s ist deshalb vielleicht auch 
nicht aufrecht zu halten. 

Unter den Thymonucleinsiuren ist am lingsten die Hefe- 


1) Liebreich’s Encyklopadie, Bd. 3, cit. noch Ascoli. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XXXI. 






























nucleinsiiure bekannt. Diese Nucleinsiiure ist zuerst von 


Kossel studirt worden: in einer kurzen Mittheilung!) hat er 





seine Erfahrungen iiber sie ver6ffentlicht, wiihrend eine aus- 

fiihrliche Publication niemals erschienen ist. Kossel findet die 
» 
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entsprechend. Von den Spaltungsprodukten wurden Phosphor- 


Zusammensetzung einer Formel C,,H,,N,P.0,, od. C,,H3,N 


siure, Nanthinbasen und eine reducirende Substanz erkannt, 
eine genauere Untersuchung dieser reducirenden Substanz?) 
lehrte, dass sie aus einer Pentose und einer Hexose bestand. 
Dies wurde durch fractionirte Krystallisation nachgewiesen. 
Leider hat Kossel uns weiter nichts iiber diese Pentose 
mitgetheilt, eine Sehmelzpunktbestimmung des Osazons aus- 
eenommen, und doch haben mehrere Forscher vergebens Zucker- 
arten und besonders Pentosen aus Nucleinsiituren und Nuclo- 
proteiden in’ Krystallen darzustellen versucht. Es ist deshall 
schade, dass Kossel seine krystallisirte Pentose nicht niiher 
beschrieben hat. Liebermann und vy. bBitto%) haben spiiter 
Kinwiinde gegen die Existenz einer Pentose in der Hefenuclein- 
siiure crhoben. In einer spiiteren Mittheilung 4) hat auch Koss el 
seine Auffassung derart veriindert, dass er jetzt die Zucker- 
eruppe nicht mehr als einen Bestandtheil der Hefenucleinsiure 
ansieht, indessen dtirfte doch nach den Untersuchungen von 
Herlant®) die Hefenucleinsiiure dessenungeachtet eine Zucker- 
eruppe enthalten. 

Durch Alkalibehandlung konnte Kossel aus der Hefe- 
nucleinsiiure mehrere neue Siiuren darstellen, deren erste dic 
Plasminsiure war, welche also damals ein Spaltungsprodukt 
war, jetzt aber als echte Nucleinsiiure aufgestellt wird. Durch 
fortgesetzte Alkalibehandlung konnte man nach und nach alle 
organische Substanz abspalten und man bekam zuletzt eine 
anorganische Phosphorsiiure, welche aber nicht eine gewohn- 
liche Metaphosphorsiure war, wie Kossel aus mehreren Reac- 

1) Archiv f. Anatomie u. Physiologie. Phys. Abth. 1891. 

2) Archiv f. Anatomie u. Physiologie. Phys. Abth. 1893. 

3) Centralblatt f. Physiologie. 7. 1893. 

4) Archiv f. Anatomie u. Physiologie. Phys. Abth. 1894 


5) Archiv f. exp. Path. u. Pharm. Bd. 44. 











tionen bewiesen hat. Merkwiirdiger Weise hat neulich Ascoli!) 
in Kossel’s Laboratorium gefunden, dass doch eine gewoOhn- 
liche Metaphosphorsiiure hier vorliegt. Kossel’s Beweise 
haben also einer Kritik nicht Stand halten konnen. 

In Verbindung mit der Hetenucleinsiiure diirfte auch die 
Plasminsiiure besprochen werden. Diese Siiure, die Kosse] 
also als ein Spaltungsprodukt der Hefenucleinsiiure beschrieben 
hat, ist jetzt von thm in die Reihe der Nucleinsiiuren gehoben. 
Wenn man aber bedenkt, dass diese Siiure durch Salzsiiure- 
behandlung dargestellt wird, ist die Sache gar nicht so einfach. 
Miescher hat ja gefunden, dass die Nucleinsiiuren ausser- 
ordentlich schnell und leicht von Salzsiiure gespalten werden, 
und es ist deshalb zu befiirchten, dass die Salzsiiturebehandlung 
hier schaden kann, sodass die Plasminsiiure nicht als eine 
Nucleinsiiure, sondern als Spaltungsprodukt anzusehen ist. Thr 
kolossaler Phosphorgehalt spricht entschieden dafiir. 

Kine andere, von Kossel studirte Nucleinsiiure ist die 
sogenannte Adenylsiiure, oder wie sie jetzt heisst, die Thymus- 
nucleinsaure. 

Durch Behandlung der Thymusdriise mit Baryt konnte 
Kossel eine Nucleinsiiure darstellen, welche nur eine Xanthin- 
base enthielt, némlich Adenin. Davon der Name Adenylsiiure.?) 
Die Adenylsiiure war sehr leicht zu zerlegen. Man bekam auch 
hier mehrere neue Siuren, zuerst die Paranucleinsiiure, 
dann die Thyminsiure, welche in Thymin und Phosphor- 
siure zerlegt werden konnte. 

Leider waren auch diese Untersuchungen nicht besser 
begriindet wie die vorigen, da eine neue Untersuchung auch 
von Kossel?) andere Resultate ergab. Die Adenylsiiure enthielt 
nicht allein Adenin, sondern auch Guanin (und eine neue 
Base Cytosin), was Kossel merkwiirdiger Weise bei seiner 
ersten Untersuchung nicht gefunden hatte. Ferner konnte 
Kossel seine Paranucleinsiiure nicht wiederfinden. Die Para- 


l) Zeitschrift f. phys. Chemie. Bd. XXVIIL. 
2) Archiv f. Anatomie u. Physiologie. Phys. Abth. 1894. 
®) Zeitschrift f. phys. Chemie. Bd. XXII. 




















nucleinsadure und Thyminsiiure waren identische Sub- 
stanzen. Als ein neuer Bestandtheil der Thymusnucleinsiiure 
wurde ein Kohlehvdrat gefunden, welches aber nicht als Zucker 
abgespalten wird und das als Liivulinsiiure erkannt werden 
konnte, Die Kohlehydratgruppe war also sehr eng in der 
Nucleinsiiure gebunden. Der Verfasser kann nur seine Ver- 
wunderung hiertiber aussprechen, da die Thymusnucleinsiure 
nach Kossel so leicht in ihre tibrigen Componenten Adenin, 
Guanin, Thymin, Phosphorsiiure u.s. w. zerfallt. Wozu kann 
denn eigentlich die Kohlehydratgruppe gehoren? (Weitere 
Untersuchungen) besonders tiber die Thyminsiure sind hier 
erforderlich. ) 

Nach den letzten Untersuchungen der Thymusnucleinsiure 
von Neumann?) lisst sich aus den Thymusnucleinsiuren doch 
ein Zwischenstadium zwischen Nucleinsiiure und Thyminsiiure 
aufstellen, das Neumann Nucleothyminsdure nennt. 

Als ‘Typus der Nucleinsiituren von Fischen kénnen wir 
die von Mieseher und Schmiedeberg?) studirte Nuclein- 
siture aus Lachssperma oder die Salmonucleinsiiure betrachten. 

Die Zusammensetzung der Salmonucleinsiiure entspricht 
einer Formel C, H5,.N,,P,0,,. Die Siiure besteht aus Thymin- 
siiure oder Nucleotinphosphorsiiure, wie Schmiedeberg sie 
nennt, welche mit den Xanthinbasen Adenin und Guanin ver- 
bunden ist. Die Verbindung ist eme salz-, nicht estherartige. 
Dies meint Schmiedeberg dadurch bewiesen zu haben, dass 
er aus Mischungen von Salmonucleinsiiure und Xanthinbasen 
eine an XNanthinbasen reichere Substanz darstellen konnte, die 
sich ganz wie die Salmonucleinsiiure verhiilt. Wenn man ferner 
zur Thyminsiiure Xanthinbasen setzt, so bekommt man eine 
Siiure, die sich wie die Salmonucleinsiiure verhiilt. Sowohl 
die Thyminsiiure als die Salmonucleinsiiure verhindert den 
Nachweis zugesetzter Xanthinbasen durch Metallsalze. Kossel 
hat nun nachgewiesen, dass die Thymusnucleinséure sich in 
dieser Beziehung ebenso wie die Salmonucleinsiiure verhilt, 


!) Archiv f. Anatomie u. Physiologie. Phys. Abth. [8OS—TS99. 
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Archiv f. exp. Pathologie u. Pharm. Bd. 37 u. +68. 








er glaubt aber nicht, dass diese Nuecleinsiiure ihre Nanthin- 
basen in salzartiger Verbindung enthiilt. Dies beweist er!) auf 
folzende Weise: Setzte Kossel zu einer Lo6sung von Nuclein- 
siiure Xanthinbasen, so konnte er durch Zusatz von Barvt 
und Alkohol die Nucleinsiiure niederschlagen, wiihrend die 
Basen im Alkohol gelést) blieben. Ebenso  verhielten sich 
Mischungen von Thyminsiiure und Xanthinbasen, woraus Kos sel 
den Schluss zieht, dass «die Nucleinsiiure keine derartig ge- 
bundenen Xanthinbasen enthiilt». Schmiedeberg hat es 
unterlassen, die Salmonucleinsiure und Thyminsiiure ebenso 
zu untersuchen, und wir kénnen deshalb nicht wissen, ob die 
Theorie der salzartigen Bindung der Xanthinbasen in der 
Salmonucleinsiiure richtig ist. Da nun aber Schmiedeberg’s 
Schiller Herlant!) die Identitit der Salmonucleinsiiure und 
Thymusnucleinsiiure sehr wahrscheinlich gemacht hat, so stehen 
die Auffassungen Kossel’s und Schmiedebergs in Wider- 
spruch. 

Kann man nun nicht die obige Auffassung Schmiede- 
berg s ohne Weiteres acceptiren, so steht auch die Frage 
nach der Zusammensetzung der Salmonucleinsiiure bis auf 
Weiteres offen. Wir kennen eben so wenig die Constitution 
dieser Nucleinsiiure als der tibrigen oben erwiihnten. 

Die Constitution der nachsten Nucleinsiiure, der Inosin- 
siiure, ist dagegen ziemlich klar. Diese Siiure, von Liebig 
und Haiser?) gefunden und untersucht, hat eine einfache 
Formel C,,H,,N,PO, und ist aus einer Phosphorsiiure, welche 
mit Hypoxanthin und wahrscheinlich Oxyvaleriansiiure verbunden 
ist, zusammengesetzt. Die Inosinsiiure hat also eine sehr 
einfache Constitution. 

Die letzte Nucleinsiiure ist die Guanylsiiure, welche vom 
Verfasser?) untersucht und beschrieben worden ist. Da 
diese Nucleinsiiure in der vorliegenden Abhandlung = der 
(regenstand unserer Untersuchung sein soll, diirfte es zweck- 


t) l. Cc. 
~; Monatsh. f. Chemie Bd. 16. 
Zeitschr. f. physiol. Chemie Bd. XXY. 
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Indissig sein, erst die friiher erhaltenen Resultate zu recapi- 
tuliren. 

Die Guanylsiiure liisst sich aus dem Pancreasproteid 
darstellen, man kann aber auch das Pancreas selbst hierzu 
benutzen. Da sie sehr fest mit dem Eiweiss verbunden ist, 
muss man das Proteid mit Alkalilange kochen, um die Ver- 
bindung zu spalten. Man kann dies allerdings auch durch 
Kochen mit Wasser allein erzielen, die Ausbeute wird aber 
dann sehr schlecht. 

Die Guanylsiiure ist sehr leicht in) heissem Wasser 
loslich, dagegen ist die Loéslichkeit in kaltem Wasser ver- 
hiiltnissmiissig klein. Da nun die Guanylsiiure gegen die 
Kinwirkung heissen Wassers resistent ist, so Kann man sie 
zweckmiissig durch wiederholtes Lésen in heissem Wasser 
von den Verunreinigungen befreien. Die Guanylsiiure ist in 
Mineralsiiuren und Alkalien léslich, dagegen ist sie in verdtinnter 
Essigsiiure schwer loslich. Auch wird sie von Essigsiiure 
aus ihrer Losung in Alkali niedergeschlagen. 

Die Guanylsiiure verbindet sich mit Metalloxyden zu 
Salzen, die gewohnlich unlédslich oder schwerldslich = im 
Wasser sind. 

Die Zusammensetzung der Sidure war im Durchschnitt 
34,1890 C, 4,43%/o H, 18,21%0 N und 7,64°%o P. Diese 
Zusammensetzung stimmte am besten mit einer’ Forme! 
(oH, ,N,).P,0,7, tiberein. 

Von den Spaltungsprodukten wurde eine Pentose 
erkannt, welche in einer Menge von ca. 30°/o vorkommt, als 
Traubenzucker berechnet. Weiter enthielt die Guanvlsiiure 
mindestens 35° 0 Guanin. Ausser Guanin wurde keine andere 
Xanthinbase gefunden. Als drittes Spaltungsprodukt wurde 
Ammoniak gefunden. Doch konnte der Verfasser_ nicht 
mit Bestimmtheit die Méglichkeit abweisen, dass das Ammoniak 
ein secundiires Spaltungsprodukt war. Im Gegentheil war 
dies nicht unwahrscheinlich. Das Thymin wurde unter den 
Spaltungsprodukten vermisst. Im Ganzen wurde also yon den 
Spaltungsprodukten etwa 85°/o wiedergefunden, die Phosphor- 
siiure mitgerechnet. Es blieb also ein Deficit von etwa 15°), 
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das aus unbekannten Substanzen bestand, abgesehen davon, 


dass die Spaltung wahrscheinlich eine hydrolytische ist. Da 
ich damals versprochen hatte, diese Spaltungsprodukte zu 
erforschen, so will ich jetzt mein Versprechen erfillen. 

Die Aufgaben, welche noch zur Erforschung der Guany!l- 
siiure vorliegen, sind die folgenden : 

1. Durch die Analyse einiger Salze der Siure die 
empirische Formel festzulegen. 

2. Man muss entscheiden, ob das Ammoniak ein primiires 
oder secundires Spaltungsprodukt ist. 

3. Es miissen die unbekannten Spaltungsprodukte erforscht 
werden, und wenn siimmtliche Componenten der Guanylsiure 
cefunden sind, kann man zur <Aufstellung der rationellen 
Formel tibergehen. 

EKinige Fragen stehen noch aus, z. b. tiber die Natur 
der Pentose, wir werden aber diese nicht bertihren. Nachdem 
ich mir eine neue Portion Guanylsiure dargestellt hatte, 
wurde erst die Zusammensetzung untersucht. Eine N-Analyse 
ergab 18,08°'o N, eine C- und H-bestimmung $4,18° 0 C und 
4,53°/o H. Die Analysen stimmen somit mit den vorigen, 
und wir kénnen das Guanylsiiurepriiparat als rein bezeichnen. 
Von diesem Priiparate wurde das Silbersalz dargestellt 
durch Fallung des Guanylsiéurealkali mit Silbernitrat. Der 
Niederschlag, welcher lichtempfindlich ist, wurde ausgewaschen, 
getrocknet und pulverisirt. Da das Silbersalz phosphorhaltig 
ist, so kann man das Silber nicht allein durch Glthen 
bestimmen. Ich veraschte deshalb das Priiparat, zog es mil 
kochender Salpetersiiure so oft aus, als das Filtrat noch eine 
Silberreaction gab, und schlug das Silber mit Chlornatrium 
nieder. Das Chlorsilber wurde auf gewohnliche Weise bestimmt. 

1. 0.1752 g Substanz abgewogen 
0.0594 ¢ AgCl 


g 
0,0441 g Ag == 292° 0. 

2. 0.2260 g Substanz abgewogen 
0,0772 g AgC]l 
0.0581 g Ag = 25,01°/o. 


3. 0.2385 g Substanz abgewogen 
0.0612 ¢ Ag = 25.60°)o. 














Im Durchschnitt enthalt das Silbersalz 25,61° 5 Ag. Die 
Molekularzahl des Silbersalzes wird demgemiiss 481 und die 
der Guanylsiiure 314. 

Ks liisst sich aber leicht zeigen, dass die Molekularzahl der 
Guanylsiiure grésser sein muss als 314, da wir ja 7,649/o P 
gefunden haben, was einer Zahl der P-Atome von 0,78 
entspricht, wenn wir eine Molekularzahl von 314 voraussetzen. 
Folglich muss die Guanylsiiure eine mehrbasische Saure 
sein. Die Molekularzahl ist) deshalb ein Multiplum von 31%. 


oder n X 314. 


Setzen wir n — 2. wird die Zahl der Atome des Phos- 
phors 1,56; n = 3 gibt P = 2,34, n = 4 fordert P = 8,12 


und nh D, P 3,90. 


Man kann hieraus den Schluss ziehen, dass n- wahr- 
scheinlich 4 oder 5 ist, da nur diese Zahlen einen passenden 
Werth fiir den) Phosphor geben. Die Molekularzahl wird 
deswegen entweder 1236 oder 1570. 

Dass die erste Molekularzahl 1236  unmoeglich oder 
jedenfalls wenig wahrscheinlich ist, geht aus der entsprechenden 
Formel hervor. Diese Formel wird niimlich 

C55 s79tlszs40N 16931!?31100 27579" 
Setzen wir dagegen die Molekularzahl zu 1570, so bekommen 
wir die Formel (C,,,.5H,,,2;Neos4oF'3:37035:06, also auch nicht 
eine besonders gute Uebereinstimmuneg. 

Nehmen wir aber an, dass wir etwa 0,3°)o zu wenlg 
Silber wiedergefunden haben, was nicht unmdglich ist, wenn 
man das ungewohnlich complicirte Verfahren zur Bestimmung 
des Silbers bedenkt, so werden die Molekularzahlen entweder 
12360 oder 1545. Die Molekularzahl 1236 gibt dann eine 
Formel Cy... N 


5D6949° 


C,.H..N,,P?,0,,  tibereinstimmt. Die Molekularzahl 1545 


rerogts:03U e733, Welche mit einer Formel 


dagegen gibt eine Formel Cy oi HyogoNzos09P 551931019 ALSO 
T ) 
He No oP O35, 


Wir werden jetzt untersuchen, wie diese Formel mil 


abgerundet: C, 


der procentischen Zusammensetzung harmonirt. 
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berechnet fiir oe fiir Gefunden 
Ugg Hag Wag k les set Nay P us 
C 34.29 34.15) S418? 
1] 47” 1.53” £.57° 
N 18.29" 4 IS.11° 18.21 
P 7.99" 9 8,02" 4 THEY 0 


Man sieht also, dass beide Formeln ganz gut mit der 
procentischen Zusammensetzung harmoniren, die erste Forme! 
vielleicht am besten. Indessen wird der Verfasser sich ent- 
schieden fiir die zweite Formel aussprechen. Es ist niimlich 
wenig wahrscheinlich, dass man zuviel Phosphor gefunden 
hat, dagegen hat ein theoretischer Phosphorwerth von 8,02°/o 
viel mehr fiir sich und stimmt ungefiihr mit dem, was man 
durch die P-Analysen erwarten kann. Der Verfasser glaubt 
deswegen, dass die Formel C,,4,,N,,.P,0,, am besten stimmt 
sowohl mit den Elementar-Analysen als auch mit der Berech- 
nung des Silbersalzes. Es lisst sich auch leicht zeigen, dass 
diese Formel keine Variation der Zahlen der Atome des C,N,P 
und zulisst. Nur einige Variationen des Wasserstoffes sind 
moglich. Die Formel C,,H,,.N,,P,03, ist) genau zweimal so 
eross. als die erste vom * sy om aufgestellte Forme! 
CH; ,N,P.0,, 

Wir werden unten zeigen, dass die H-Atome nicht 70, 
aber wahrscheinlich 66 sind. Die endliche Formel der Guany!- 
siure ist deshalb: 

Cyl .Ny oP ,O,, 

Weiter kann man hieraus folgern, dass die Guanylsiiure 
eine D-basische Nucleinsiiure ist. Das Silbersalz hat 
also die folgende Zusammensetzung : 

a ae UO. 

Wenn die Formel zeigt. dass die ae 20 Atome 
Stickstoff enthiilt, so wird die Existenz des Ammontaks als 
primires Spaltungsprodukt der Guanvlsiiure sehr zweifelhatt. 
Wire dies der Fall, so muss man eine Formel mit mindestens 
90 Atomen N annehmen. Wir werden diese Frage genauer 
untersuchen. 

Meine erste publicirte Untersuchung tiber die Spaltungs- 
produkte der Guanylsiiure haben einen vorliufigen Ammoniak- 
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werth von etwa 0,8°o des Stickstoffes. Indessen war diese 
“abl sehr unsicher, da nur ca. O,f g¢ Guanylsiiure zu der Be- 
stimmung von NIH, nach Schlosing benutzt worden war. 

Ich habe diesmal erstens eine grOssere Guanylsiiure- 
menge beniitzt und zweitens habe ich die Methode verbessert. 

Nachdem ich néamlich die Guanylsiiure mit 5° oiger 
Schwefelsiture 3 Stunden gekocht hatte, wurde die Losung in 
einen Destillationskolben tibergefiihrt und mit einem Ueberschuss 
von Magnesia destillirt. Selbstverstiindlich habe ich durch Ver- 
suche mit Guaninsulfat (aus dem Pancreasproteid dargestellt) 
die Methode ausprobirt und anwendbar gefunden. 

O.398% @ Guanylsiiure (Priip. Nr. IV) wurde mit 100 cem. 
D°/olver Schwefelsiiure 3 Stunden auf dem Wasserbade ge- 
kocht und danach mit 10 ¢ MgO destillirt. 0,83 ccm. Titrir- 
schwefelsiiure wurde verbraucht, was O,00046 g N —= etwa 
O11°o N entspricht. 

0.6684 ¢ Guaninsulfat wurde 3 Stunden mit 100 ccm. 
5° /oiger Schwefelsiiure gekocht und danach mit 10 ¢ MgO 
destillirt. Die gefundene N-Menge war 0,0008 g. 

Man kann aus diesen Versuchen den Schluss ziehen, 
dass cine sehr kleine Ammoniakmenge aus der Guanylsiure 
durch Kochen mit 5°/oiger Schwefelsiiure entsteht. Diese 
NH.-Menge entspricht aber ungefiihr dem, was aus Guanin 
durch Kochen mit 5°;olger Schwefelsiiure entsteht. Das 
Ammoniak ist deshalb kein primiires Spaltungspro- 
dukt, entsteht dagegen wahrscheinlich aus dem ge- 
bildeten Guantin. 

Wenn dies der Fall ist, kann man mit grosser Wahr- 
scheinlichkeit’ auch andere stickstoffhaltige Spaltungsprodukte 
ausschliessen, absolut sicher ist man aber nicht. 

Wenn man davon ausgeht, dass Guanin das. einzige 
N-haltige Spaltungsprodukt ist, enthilt die Guanylsiiure 39,29°/o 
(iuanin, wiihrend wir nur etwa 35°/o gefunden haben.!) — In- 
dessen wissen wir, dass ein wenig Guanin durch das Kochen 
mit Mineralsiiure zerst6rt worden ist. Auch ist die Fiillung 


1) Bang, I. c¢. 

















mit ammoniakalischem Silber nicht ganz absolut.  Etwas 
(juanin ist deshalb wahrscheinlich verloren gegangen. Es liisst 
<ich aber einigermassen berechnen, wieviel Guanin man nach 
dem Kochen mit der Mineralsiiture durch die ammoniakalische 
Silberfiillung wiederfinden kann. Ich habe zwei solche Ver- 
suche ausgeftihrt. Abgewogene Mengen Guanin wurden 3 Stun- 
den mit 5°/oiger Schwefelsaure gekocht und danach mit Silber- 
nitrat und Ammoniak gefillt. Der Niederschlag wurde ge- 
trocknet, gewogen und auf Guanin umgerechnet. 


1. 0,1222 g Guanin abgewogen. 0.1208 ¢ wiedergefunden == 98,16° o 
2. O1144 g > O1114 ¢ » = 97,38°/o 
Im Durehschnitt wiedergefunden — 7.77 


Nimmt man an, dass man auch bei den Guanylsiiure- 
versuchen etwa 97,77°/o wieder gefunden hat, wird das Re- 
sultat der Guaninbestimmungen $6,50° 0 Guanin, also 2,74° 5 
weniger als der theoretische Werth, und doch haben wir nur 
zwei Analysen ausgeftihrt und mit sehr kleinen Substanz- 
mengen. Leider habe ich diesmal nicht mehrere Guanin- 
bestimmungen ausfiihren koOnnen. Es ist aber nach meiner 
Ansicht ziemlich gut festgestellt, dass aller Stickstoff sich 
als Guanin in dem Guanylsiiuremolektil vorfindet. Die 
Guanylsiiture enthilt demgemiss 4 Molekiile Guanin. 

Es liisst sich hieraus berechnen, wie viel Zucker die 
(juanvisiiure enthalten muss. 

. 39,3°7o Guanin : 30°/o Zucker — 4 (151): X (150 
X — 30%. 

Folglich enthalt die Guanylsiiure 3 Molekiile Zucker als 
Pentose berechnet. Nun haben wir aber die Pentose immer 
als Traubenzucker berechnet, da die hypothetische Pentose 
in Beziehung auf Reductionsvermégen uns nicht bekannt ist. 
Nehmen wir an, dass unsere Pentose dasselbe Reductions- 
vermogen wie die Xylose hat, so haben wir nur 27°/o Pentose 
titrimetrisch bestimmt gefunden. Dies entspricht einer Zahl der 
Molekiile der Zuckergruppe von 2,76. Nun habe ich aber 
nachgewiesen, dass man niemals durch Kochen der Guanyl- 
sdure mit einer Mineralsiiure die ganze Zuckermenge finden 
kann, da die Bildung von Zucker immer von einer fortlaufen- 
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den ZerstOrung des Zuckers begleitet ist.') Wenn man des- 
halb einen theoretischen Zuckerwerth von 29% 9 anstatt 27°, 
supponirt, wird die Molekularzahl 2,97, also ganz genau 
3 Molekiile Zucker. 

bei dieser Berechnung haben wir immer vorausgesetzt. 
dass unsere Zuckerart eine Pentose sei. Und in der That ist 
es viel wahrscheinlicher, dass wir eine Pentose mit grésserem 
Reductionsvermogen vor uns haben, da wir, wie oben er- 
wihnt, sicher zu wenig Zucker bei unseren Analysen ge- 
funden haben und demgemiiss aus diesen Analysen einen 
kleinen Multiplicator finden miissen als umgekehrt. 

Gehen wir nun zu den bis jetzt unbekannten Spaltungs- 
produkten tiber, so werden wir die vollige Bestiitigung unserer 
obigen Deductionen finden, 

War die Formel der Guanylsiiure C,,H,.NooP,93,, so 
haben wir unter den Spaltungsprodukten, abgesehen von dem 
Phosphor, gefunden: 4 C JH ,N,O+-3C,H,,0,, zusammen 39 C 
und 20 N. Als Rest bleiben also 9 CG und kein N. Die letzten 
Spaltungsprodukte enthalten folglich 9 Atome C, sind aber 
stickstofffrei. 

Ks hat sich herausgestellt, dass das letzte Spaltungs- 
produkt der Guanylsaiure Glycerin ist. 

Die Existenz des Glycerins in der Guanylsiiure wurde 
aul folzende Weise constatirt: 

Nachdem ich die oben erwihnte Guanylsiiure (0,398% ¢) 
mit Magnesia destillirt hatte, wurde der Rest mehrmals mit 
97° oigem Alkohol ausgezogen. Der Alkohol wurde langsam 
verdunstet. Das Residuum wurde nach Konig?) auf Glycerin 
untersucht. 

Ks wurde mit Quarzsand und Kalkmilch eingedampft 
und dann mit heissem absoluten Alkohol extrahirt. Das alko- 
holische Filtrat wurde nach 24 Stunden filtrirt und das neue 
Filtrat vorsichtig eingedampft und aufs Neue mit absolutem 
Alkohol extrahirt. Der Alkohol wurde mit Aether versetzt 


1) Bang, |. c. 


2) Untersuchung landwirthsch. u. gewerbl. wichtiger Stoffe. 
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und nach einigen Stunden filtrirt. Der Aetheralkohol wurde 
verjagt und es blieb ein Syrup zuriick. 

Dieser Syrup hatte folgende Eigenschatften : 

Er schmeckte schwach = sitiss 
Kupferoxvd und Alkali. 

Er gab die Acroleinreaction dureh Erhitzen mit Kalium- 
hisulfat. Eine Verkohlung fand hierbei nicht statt. Die Losung 
ist also zuckertrei. 


, reducirte aber nicht 


Er gab eine griine Boraxperle. 

Man kann hieraus schhessen, dass Glycerin vorlag. 
Die Existenz des Glycerins wurde dennoch weiter gesichert. 
Die Losung wurde mit Alkali und tiberschiissigem Permanganat 
versetzt und eine halbe Stunde gekocht. Die blaue Loésung 
wurde dann mit SO, entfirbt und filtrirt. Das Filtrat versetzte 
ih mit CaCl, und bekam eine krystallinische Fiillung. Diese 
Fillung wurde mit Schwefelsaéure versetzt und schwach erhitzt. 
Kine zugesetzte verdtinnte Permanganatlbsung wurde sofort 
entfirbt. Folglich enthielt die Losung Oxalsiiure, nach Fox- 
Wanklyn und Benedikt-Zsigmondy!) ein’ charakteris- 
lisches Spaltungsprodukt des Glycerins durch Oxydation mit 
Permanganat. 

Die Guanylsiiure enthiilt also Glycerin und die Existenz 
des Glycerins wurde weiter durch die Acroleinreaction in 
mehreren Guanylsiurepriparaten gesichert. Zwar ist der 
Zucker der Guanylsiiure bei der Acroleinreaction liistig, man 
kann aber sehr deutlich nach der ZerstOrung des Zuckers 
durch Kaliumbisulfat das Acrolein erkennen. 

Man kann nun den Einwand machen, dass die Guanyl- 
siure vielleicht durch Fett oder Lecithin verunreinigt war. 
Hierzu ist zu bemerken, dass ich die Guanylsiiurepriiparate mit 
Alkohol und Aether extrahirte, bis diese Lésungsmittel nichts 
mehr aufnahmen. Der Einwand ist folglich hintiillig. 

Nachdem wir die Existenz des Glycerins erkannt haben, 
bleibt noch zu untersuchen, ob das Glycerin das letzte Spal- 
lungsprodukt der Guanylsiiure ist, oder ob diese Nucleinsiiure 


’) 


1) Zeitschr. f. analyt. Chemie. Bd. 25. 
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vielleicht noch mehrere solehe enthalt. Ich habe zum Vergleich, 
der Glycerinmenge einen Parallelversuch mit 0,05 g Glycerin 
In LOO com. Wasser ausgefthrt. Diese Losung wurde ganz 
wie die der Guanylsaure behandelt. Durch Titrirung de: 
eebildeten Oxalsiiture konnte man ungefiithr bestimmen, dass 
die Losung der Guanylsiiure nicht weniger Glycerin als 0,05 ¢ 
(iiycerin’ enthielt. Die Guanylsiure enthalt) demgemiiss min- 
destens ca, 12°%/o Glycerin. 

Man kann daraus sicher den Schluss ziehen, dass das 
(ilyvcerin das letzte Spaltungsprodukt der Guany!- 
siture ist. 

Die Zusammensetzung der Guanylsiiure ist hier- 
init erforseht, und wir kénnen jetzt die Constitution 
leststellen. 

Die Guanylsiiure enthiilt: 4 Molekiile Guanin, 3 Molekiile 
Zucker, 3 Molekiile Glycerin und 4 Molekiile Phosphorsiiure. 
Nehmen wir an, dass die Spaltung der Guanylsiiure durcl: 
Kochen mit einer Mineralsiiure eine hydrolytische ist, so muss 
sie aul folgende Weise verlaufen: 

CH,.NooP 05, + 1OH,O = 4C,H,N.O + 3C,H,,0; + 3 C,H,0, 
+- 411,PO,.') 

Da wir nun 4 Molekiile Phosphorsiiure und 4 Molekiile 
Guanin haben, so koénnen wir annehmen, dass wir 4 mit 
einander verbundene Phosphorsiiuren besitzen, jede mit einem 
Molekiil Guanin verbunden. Die 3 Molekiile Glycerin sind wahr- 
scheinlich sowohl mit den Phosphorséuren als Glycerinphos- 
phorsiiure als auch mit den 3 Molekiilen Zucker verkettet. 
3 Molekiile Phosphorsiiure sind also sowohl mit Guanin als 
Glycerin. verbunden. 1 > Molekiil Phosphorsiiture ist nur mit 
Guanin verbunden. Endlich erinnern wir uns, dass die Guany!- 
siiure eine 5-basische Siure ist. 

Auf diese Voraussetzungen bauend, denke ich mir die 
Constitution der Guanylsiiure folgendermassen : 


1) Selbstverstiindlich kann hier eine Anhydridform der Phos 
phorsiiure ebenso gut vorkommen. Nur braucht man dann weniger H, 


zur Hydrolyse. 
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Die Erkenntniss der Constitution der Guanylsiiure bietet 
in mehreren Beziehungen Interesse dar. Abgesehen von der 
Thatsache, dass hierdurch zum ersten Mal eine Nucleinsiiure 
vollstiindig untersucht und beschrieben worden ist (die 
Inosinsiiure ist nicht so vollstiindig untersucht), haben wir 
hewiesen: 1. Die Guanylsiure enthalt nur eine Xanthinbase. 
Aller Stickstoff wird von dem Guanin eeliefert. 2. Die 
Guanylsiiure enthill eine Pentosegruppe.  Salkowski's 
Untersuchung des Osazons hat lierdurch eine Bestiitigung 
bekommen. Niemand kann jetzt an der Existenz der Pentose 
im Pancreasproteid und in der Guanylsiiure zweifeln. 3. Die 
Guanylsiiure enthilt Glycerin, das als Gly cerinphosphor- 
siiure vorkommt. Die Guanylsiiure bekommt hierdurch ein be- 
sonderes Interesse. Sie stimmt niimlich mit dem Lecithin sehr 
liberein. Beide haben als Kern Glycerinphosphorsiiure, welche 
iin Lecithin mit Fettsiure und Cholin verbunden ist, in der 
Guanylsiiture aber mit Zucker und Guanin. Es ist auch nicht 
unwahrscheinlich, dass diese Substanzen auch mit eimander 
verwandt sind. Licithin wird ja allgemein als Baumaterial 
der Nucleoproteide bezw. Nucleinsiiuren angesehen. Wiihrend 
sonst die Lecithine bis zum Phosphor gespalten werden, bleibt 
hier die ganze Glycerinphosphorsiiure zum Aufbau der Guanyl- 
sdure angewandt. Es ist selbstverstiindlich, dass man nach 
dem Vorkommen von Glycerin in der Guanylsiiure auch 
anderswo besonders unter den Nucleinsiiuren und Nucleo- 
proteiden nach Glycerin suchen muss. Man kann ja moglicher 








Weise auch Substanzen begegnen, welche noch niiher mit 
Lecithin tbereinstimmen. Die Lecithalbumine, Ovovitelline 
ete. konnen vielleicht Glieder derselben Gruppe wie die 
Nucleoproteide sein. Als Zwischenglieder haben wir dann 
Substanzen, welche dem = Lecithalbumine niiher oder ferner 
stehen. Jedenfalls dirfte die Zusammensetzung der Guanylsiiure 
zu ciner wiederholten Untersuchung der Lecithalbumine und 
verwandter Substanzen anregen. 

In Vergleich mit den tibrigen Nucleinsiiuren nimmet die 
(ruanylsiiure eine Sonderstellung ein. Es ist nicht mit Kossel 
richtig, dieselbe in einer gemeinsamen Gruppe mit der Inosin- 
siiure zusammenstellen, da diese Nucleinsiiuren micht mit 
einander niher verwandt. sind. Keine anderen Nucleinsiiuren 
haben solche  physikalischen und chemischen Eigenschatten, 
keine haben eine iihnliche Zusammensetzung. Auch ist die 
empirische Formel ziemlich verschieden. 

Stellen wir die Nueleinsiiuren nach threr Formel  zu- 
sammen, so bekommen wir folgende Tabelle: 


.: i] N p () 
Inosinsiiture 2...) 10 ia t | S 
Salmonucleinsiiure 40 D6 1+ t 26 
Hefenuclemsiure !) 40 60) 16 4 ae 
Guanylsiiure —. 14 66 20) t 34 


‘Die ersten von Kossel verdffentlichten Formeln tiber 
Hefenucleinsiiure und Thymusnucleinsiiure sind wahrscheiiich 
unrichtig: sie werden deshalb nicht mitgenommen). 

Man sieht, dass die Zahlen ziemlich weit von einander 
differiren. Constant ist allein der Phosphor (abgesehen von 
der Inosinsiiure). Alle drei Nucleinsiiuren bestehen aus 4 Mole- 
kiilen Phosphorsiiure. Dagegen ist das Verhiiltniss N:P sehr 
wechselnd, ein Verhiiltniss von 3N:1P, wie Kossel es als 
das Gewohnliche annimmt, kommt tiberhaupt nicht vor. Eine 
Uebersichtstabelle wird dies erleuchten : 


1) Analyse von Miescher. Nach Schmiedeberg waren abe 


die Priiparate nicht ganz rein. 












¢ H N Pp 


Inosins#ure ....... 1 +: rf I 
Hefenucleinstiure .o. 2... TO: 1d es 4 
Salmonucleinsture . . . . 10 : 14 oo: Sy: 1 
Guanyisaure.. ..«.+..+ DW : Myo: o I 


Man sieht, wie sehr das Verhiiltniss der Zahlen varirt. 
Am meisten constant ist das Verhiéltniss zwischen P und €, 
nimlich 10C: 1P: nur bet der Guanylsiiure ist das Verhiiltniss 
Sie, : OF. 

Die Erforschung der Guanylsiiure in chemischer Beziehung 
ist zu Ende gefthrt. Wie man das Nucleoproteid Hammarsten’s 
aus Panereas als das beststudirte Nucleoproteid ansehen muss, 
<0 hoffe ich durch meine Untersuchung der Guanylsiiure, des 
Spaltungsproduktes dieses Nucleoproteids, die klassische Arbeit 
Hammarstens in emer Beziehung zum Abschluss gefiihrt 
zu haben. 


Hoppe-Seyler's Zeitschrift f. physiol. Chemie. XXXL. 








Zur Abwehr. 


\ yn 
A. Kossel. 


Der vorhergehenden Arbeit hat Herr Bang eine Litteratur- 
Ubersicht vorausgeschickt, welche dazu bestimmt ist, den Werth 
meiner Arbeiten iiber die Nucleinsiiure herabzusetzen. Herr 
Bang, der ber seinen Untersuchungen iiber die Nucleinsiéiure, 
ebenso wie bet denen tiber das Histon, im Wesentlichen aul 
dem Boden steht, der durch meine friiheren Arbeiten gewonnen 
ist, hiilt sich fiir berufen, zu untersuchen, ob meine Resultate 
nicht prompter und sicherer hitten erzielt’ werden) konnen, 
und kommt zu einem absprechenden Urtheil iiber meine 
Arbeitsweise. 

Der Umstand, dass die Darstellungsweise des Herrn Bang 
offenbar einen tendenzidsen und personlichen Charakter triigt, 
tiberhebt mich meines Erachtens der Nothwendigkeit einer 
Kntgegnung nicht. Zuniichst halte ich es fiir noéthig, aus- 
driieklich hervorzuheben, dass die Lehre von der Zusammen- 
setzung der Nueleinsiiuren aus den Nucleinbasen, dem Thyimin 
und der Liivulinsiiure bildenden Gruppe, ferner die Trennung 
der Nucleinstoffe von den Paranucleinstoffen und endlich die 
Kintheilung der Nucleinstoffe in’ mehrere Gruppen heute so 
dasteht, wie sie durch meine, zum Theil mit meinen Schiilern 
gemeinsam ausgefiihrten Arbeiten festgestellt worden ist. Eine 
Aenderung meiner Resultate ist im Laufe der Jahre nur in 
dem Grade erfolgt, dass sie fiir die Gesammtauffassung nicht 
wesentlich war, und sie ist bedingt gewesen durch die nacli 
einiger Zeit selbstverstiindlich eintretende Vervollkommnung 
der Darstellungs- und Untersuchungsmethoden. Die von muir 


























ann So. 


gegebene Eintheilung der Nucleinstoffe ist ebenso selbstver- 
stiindlich ein Ausdruck fiir den jeweiligen Stand unserer Kennt- 
nisse, mit der Entdeckung neuer Korper und mit der Auf- 
klirung der Constitution wird sie sich allmihlich éindern 
miissen. Bis jetzt ist aber noch kein Grund vorhanden, dies 
zu thun. Besonders ist die von mir aufgestellte Gruppe der 
Guanvisiiure und Inosinsiiure, die mehrere gemeinsame Kigen- 
thiimlichkeiten gegentiber den Thymonucleinsiiuren darbietet, 
aber zwei unter sich verschiedene Glieder enthélt, auf Grund 
der heutigen Kenntnisse in keiner Weise anzufechten. 

Die Darstellung des Herrn Bang erhiilt dadurch ihr be- 
sonderes Gepriige, dass dieser Autor versucht, fast aus jedem 
meiner Befunde irgend einen Vorwurf oder eine Verdiichtigung 
gegen mich zu entwickeln. Ich fiihre einige Beispiele an, um 
zu zeigen, welcher Grad von Urtheilsfahigkeit den Anklagen 
des Herrn Bang zu Grunde legt. 

Mein Kritiker ftihlt sich veranlasst, tadelnde Bemerkungen 
dariiber zu machen, dass die Zusammensetzung der Thymus- 
nucleinsiiuve nicht gleich in’ richtiger Weise gefunden sel. 
Nach unsern ersten Angaben sollte dieselbe nur Adenin liefern, 
wihrend wir spiiter daneben auch noch Guanin nachweisen 
konnten. Herr Bang ist erstaunt dariiber, dass ich das Guanin 
<merkwirdiger Weise» bei meinen ersten Untersuchungen nicht 
gefunden habe. Hiitte Herr Bang die Litteratur der vorher- 
gehenden Jahre studirt, so wiirde er wissen, dass die Unter- 
scheidung von Guanin und Adenin iiberhaupt erst von mir 
herriihrt und dass alle Forscher, die vor mir iiber diese Korper- 
gruppe gearbeitet haben, das Adenin entweder mit Guanin 
oder mit) Hypoxanthin verwechselt haben. Da Herr Bang 
sich heute im Besitz der von mir und meinen Schiilern er- 
arbeiteten Methoden befindet, so findet er den Nachweis von 
Guanin neben Adenin leicht und hiilt es fiir angemessen, iiber 
meine friheren Arbeiten, bei denen mir diese Methoden noch 
nicht in der heutigen Vollkommenheit zu Gebote standen, 
einige verletzende Bemerkungen zu machen. 

Im Uebrigen ist aber Herr Bang auf der Suche nach 
inenen Fehlern sehr betriichtlichen Irrthiimern anheimgefallen. 
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Thatsiichlich falsch ist’) seine Angabe itiber die Frage 
der Metaphosphorsiurebildung. Nach Herrn bangs Be- 
hauptung soll ich mich in Bezug auf diesen Punkt erheblich 
getiiuscht haben, denn ich habe friiher bewiesen, dass die aus 
Plasminsiure hervorgehende Metaphosphorsiure keine § gewo6hn- 
liche Metaphosphorsiure» sei, wahrend sie spater von Ascoli 
In meinem Laboratorium doch als eine «gewohnliche Meta- 
phosphorsiiure> erkannt set.) In der That verhilt es sich anders. 
Ich habe friiher hervorgehoben, dass hier eine Anhvdridform 
der Phosphorsiure vorliegt, und zugleich bemerkt, dass dieselbe 
keine Monometaphosphorsaure sein kann,!) wiahrend spiiter 
Herr Ascoli gezeigt hat, dass sie die Eigenschatten einer Hexa- 
metaphosphorsiure  besitzt.2))  Herrn’ Bangs Ausspruach: 

Kossel s Beweise haben also emer Kritik nicht Stand halten 
kOnnen» ist nur so zu erkliiren, dass der Unterschied zwischen 
beiden Metaphosphorsiiuren dem = Herrn Bang meht bekannt 
ist. Herr Bang wiirde besser thun, sich in einem kurzgetassten 
Lehrbuch der Chemie tiber das Gebiet zu orientiren, auf den 
er das Amt eimes WKritikers anzunelimen gedenkt. 

Ks diirfte kein allgemeineres Interesse haben, auf die 
Darstellungsweise des Herrn Bang genauer eimzugehen, nui 
die Frage nach dem Verhalten des Kohlehydratcomplexes 
zur Nucleinsiiure, die in letzter Zeit vielfach die Aut- 
merksamkeit auf sich gelenkt hat, méchte ich kurz beriihren. 
Ich habe zuerst angegeben, dass die Hefenucleinsiiure einen 
reducirenden Atomcomplex abspaltet, und habe Iieraus den 
Schluss gezogen, dass die Nucleinsiiure der Hefe von der 
Thymusnucleinsiiure und Salmonucleinsiure verschieden. ist.”) 
Durch diesen Befund, der neuerdings von Herlant?*) bestitic! 
worden ist, wurde zum ersten Mal die Entstehung eines Kohle- 
hydrats aus einem Nucleinstoff erwiesen. Die weitere sich 
hier anschhessende Frage, in welchem Verhiltniss diese re- 
ducirende Kohlehydratgruppe zur Nucleinsiiure steht, Ins- 


!) Du Bois-Reymond’s Archiv fiir Physiologie, [S95. S. lol 
2, Diese Zeitschrift. Bd. XNVIE 1899. Ss. -426. 
3) Du Bois-Revmond’s Archiv f. Physiologie, I895. S. 150-160 


$) Archiv f. experiment. Pathol. u. Pharmakol., Bd. ## S. 157 




















hesonders ob sie einem fiir sich existenztiihigen Nucleinsiiure- 
molekiil in iihnlicher Weise angefiigt ist. wie das Eiweiss, 1st 
auch heute noch nieht gel6st und die Arbeit von Herlant 
hat in diesem Punkte nichts Neues zu meinen Resultaten 
hinzugetiigt. Vollkommen verschieden von diesem reducirenden 
Kohlehydrat ist) die nicht reducirende, Liivulinsiiure bildende 
Gruppe, die man — wie die Arbeiten meines Laboratoriums 
gezeigt haben!) — aus der Thymusnucleinsiiure, Thyminsiiure 
und der Nucleinsiure des Fischspermas abspalten kann. 

Her Bang fihlt sich auch gegeniiber diesen Befunden 
zum Kritiker berufen. Besonders hilt er den Nachweis der 
Kohlehvdrate fir ungentigend und verlangt, dass die von mir 
gefundene Pentose Im krvystallisirtem Zustand dargestellt’ und 
beschrieben werde: eine Forderung, die um so naiver klingt, 
da er selbst, ohne sie zu erfiillen, den Nachweis einer Pentose 
in der Guanvlsiure geftihrt hat. 

Weiterhin lesen wir Folgendes: «Leider hat) Kossel 
nichts mehr tiber diese Pentose mitgetheilt, eine Sehmelz- 
punktsbestimmung des Osazons ausgenommen. Herr Bang 
wird wohl tiberrascht sein, wenn er die von ihm angefiihrte 
Stelle?) memer Arbeit noch einmal durchliest. Der von thm 
vermisste genauere Nachweis einer Pentose ist in ausfithrlicher 
Weise durch Wiigung des aus Nucleinsiiture dargestellten 
Furfuramids gefiihrt und von mir beschrieben. Von der ganzen 
Anklage bleibt also auch hier nichts tibrig, als das Zeugniss, 
welches Herr Bang sich selbst damit ausgestellt hat. 

Durch diese Beispiele diirfte das Verfahren des Herrn 
bang geniigend charakterisirt sein. 


1; Kosse!l und Neumann. Berichte d. deutschen chem. Ges. 1894, 
bd. 27. s. 2215. A. Noll. Diese Zeitschrift. Bd. XXV. S. 430. 
“) Du Bois Reymend’s Archiv f. Physiologie, 1893, 5. 159-160. 











Ueber die Steigerung des Eiweisszerfalls durch Protoplasma- 
gifte, speciell Chloroformwasser, beim Pflanzenfresser. 
Von 


Dr. Otto Rostoski, 
I. Assistenten der med. Klimk zu Wiirzburg. 


(Aus dem chemischen Laboratorium des pathologischen Instituts zu Berlin 


Der Redaction zugegangen am 23. November 1900, 


7u den mannigfachen schiidlichen Wirkungen, welche die 
Chloroformnarkose nachgewiesenermassen auf den thierischen 
Qrganismus ausiibt, gehort auch eine betriichtliche Steigerung 
der Stickstoffausscheidung durch den Harn.  Insbesondere hat 
Fr. Strassmann') beim Hunde im Stickstoffgleichgewicht 
nachweisen konnen, dass die N-Ausscheidung durch eine mehr- 
stiindige Chloroformnarkose um !)5 steigt, und dass sich diese 
Wirkung auf 2 Tage erstreckt. Ein schon 2 Jahre vorher von 
Salkowski?) zu anderen Zwecken an einem ebenfalls im Stick- 
stoffgleichgewicht befindlichen Hunde angestellter Versuch bewies 
jedoch, dass die vermehrte Stickstoffausscheidung mit der Narkose 
nichts zu thun habe, sondern lediglich dem Chloroform als 
einem Protoplasmagifte zukomme. Indem niimlich Salkowski 
einem Hund 4 Tage lang 200,0 cem. Chloroformwasser gab, 
erreichte er am letzten Tage eine N-Ausfuhr von 25,20 gr 
(gegen 17,0 gr vor der Chloroformwirkung), wiihrend  jede 
narkotische Wirkung ausblieb. 

Kin zweiter Punkt, auf den sich die Aufmerksamkeit der 
Autoren richtete, ist die Schwefelausscheidung unter Chloroform- 


1) Pie t6dthehe Nachwirkung des Chloroforms. Virchow’s Archiy. 
Bd. 115 (1889), S. 1, 
2) Zur Kenntniss der Wirkungen des Chioroforms. Virchow’s Archiv. 


Bd. 115 (1889), Seite 339. 




















wirkung, die natiirlicher Weise, da der Schwetelgehalt des 
Harns — beim Carnivoren und Amphivoren wenigstens 

seinen Ursprung dem Schwefel des Eiweissmolekiils verdankt, 
mit dem vermehrten Eiweisszerfall steigen musste. Beziiglich 
dieser Frage machten jedoch Kast und Mester?) auch auf 
die interessante Thatsache aufmerksam, dass nach lingeren 
(hloroformnarkosen (1! 2 Stunden und dariiber) der mit dem 
Harn ausgeschiedene neutrale Schwefel eine bedeutende Zu- 
nahme im Verhiltniss zum oxydirten sogenannten  sauren 
Schwetfel aufweist. Wihrend vor der Narkose in 4+ Fillen der 
neutrale Schwefel 12,5°/o, 16,6°% 0, 14,9°/o und 10,4°/o von 
der Gesammtschwefelmenge betrug, lauteten die entsprechenden 
Zahlen nach der Narkose 20,8°/9, 30,8°%/o0, 23,2°/o und 20°/o. 
Rudenko?) fand im Laboratorium von E. Salkowski, dass 
beim Hunde, der + Tage lang 200,0 ccm. Chloroformwasser 
bekommen hatte, der neutrale Schwefel von 17,35°/o aut 
28.02% 0 stieg, wahrend das Verhalten des Gesammtschwefels 
zum Stickstoff constant blieb. Zugleich ergab sich die inter- 
essante Thatsache, die auch Savelieff*) bestitigen konnte, 
dass der neutrale Schwefel erst nach einigen Tagen aus dem 
Organismus ausgeschieden wird. Dasselbe Verhalten constatirte 
Presch*) beim Menschen, der zu anderen Zwecken 1 >< 0,5 
bis 2 1,5 Schwefel pro die erhielt. Der vierte Theil des ein- 
verleibten Schwefels wurde bei dem Versuch von Presch in 
organische Substanz tibergeftihrt und langsamer ausgeschieden 
als der tbrige zu Séure oxydirte Schwefel. Die Beobachtung, 
dass bet erhéhter Stickstoffausfuhr der neutrale Schwefel im 
Verhiltniss zum sauren steigt, diirfte um so mehr Beachtung 


1) Ueber Stoffwechselstérungen nach linger dauernder Chloroform- 
narkose. Zeitschr. f. klin. Medicin, Bd. 18 (1891). 

2, Ueber das Verhalten des neutralen Schwefels bei Stoffwechsel- 
storungen und iiber die Oxydation desselben im thierischen Organismus. 
Virchows Archiv, Bd. 124 (1891). 

5) Ueber den Einfluss des Eiweisszerfalls auf die Ausscheidung 
des neutralen Schwefels. Virchow’s Archiv, Bd. 136 (1894). 

4) Ueber das Verhalten des Schwefels im Organismus und den 
Nachweis der unterschwefligen Siiure im Menschenharn. Virchow’s Archiv. 
Bd. 119 (1890), 








verdienen, als erst jiingst Freund?) nachgewiesen hat, dass 
bel gesteigerter Schwetelausscheidung in Folge veriinderter 
Krnahrung der absolute Werth des neutralen Schwefels 
anniathernd constant bleibt, wiihrend nur der Werth fiir den 
sauren Schwetel entsprechend steigt. Auf Procent berechnet 
nimmt «also inp letzterem Falle der neutrale Schwefel bei 
gesteigerter  Gesammtschwefel- und  Stiekstoffausfuhr ab. 
wihrend er gerade umgekehrt, wenn K6rpereiweiss zur 
Kinschmelzung kommt, mit der vermehrten Stickstoff- und 
Gesammtschwefelausfubr zunimmt. Die beim Menschen ge- 
machten Beobachtungen Freund's stehen allerdings im Wider- 
spruch zu Kunkel’s?) Versuch, der beim Hunde nachwies, 
dass durch eine gesteigerte Fleischration der neutrale und der 
saure Schwefel in gleicher Weise zunehmen. 

Ausser dem Chloroform ist von verschiedenen Autoren 
der Einfluss anderer dem Chloroform mehr oder minder nahe 
stehender Mittel auf die Stickstoff- und Schwefelausscheidung 
untersucht worden. Es sind besonders die Arbeiten von Ken 
Taniguti.3?) Martin Hahn.4) Julius Peiser,5) Harnack 
und Remertz,°) Harnack und Kleine’ zu erwiihnen. 

Aus diesen Arbeiten geht im Allgemeinen hervor, dass 
sich Chloralhydrat wie Chloroform verhilt. Eine Herabsetzung 
der Stickstoffausfuhr bewirkt nach den Versuchen von Har- 
hack und Remertz sowie Peiser das Amylenhydrat.  Ver- 

1) Zur Kenntniss der Schwefelausscheidung bei Siuglingen. Zeitschr. 
f. physiologische Chemie, Bd. XXIX (1900), S. 24. 

“) Veber den stoffwechsel im SéiugethierkOrper.  Pfliiger’s Archiv, 
Bd. 14. 

Veber den Einfluss einiger Narkotika auf den Eiwetsszerfall. 
Virchow’s Archiv, Bd. 120 (1890). 

4) Veber den Einfluss des Sulfonals auf den Eiweisszerfall. Virchow’'s 
Archiv, Bd. 125 (1891). 

°) Veber den Einfluss des Amylenhydrats und Chloralhydrats au! 
die Stickstoffausscheidung beim Menschen. Fortschritte der Medicin 11. 

6) Ueber die Beeinflussung der Stickstoff- und Schwefelausscheidunyg 
durch Chloralhydrat und Amylenhydrat. Fortschritte der Medicin 11 Nr. 7. 

7, Ueber den Werth genauer Schwefelbestimmungen im Harn fii 
die Beurtheilune von Veriinderungen des Stoffwechsels. Zeitschrift fii 
Biologie, N. F., Bd. 19, S. 417 

















inderunven in der Schwetelausscheidung sind bei diesem Mitte! 
von Harnack und Remertz constatirt, von Harnaek und 
Kleine jedoch in nennenswerthem Maasse vermisst worden. 
Auch Sulfonal ist nicht wirksam (Hahn). Harnack vermuthet 
deshalb. dass die Wirkung auf abgeschiedenem Chlor beruht, 
das als urochloralsaures Natron erst spiit ausgeschieden wird, 
und hat seine Ansicht dadurch zu sttitzen gesueht, dass er 
einem Thiere Chloralhvdrat und Soda zugleich gab,!) wodurch 
die Wirkung des Chlorals aufgehoben wurde. Harnack meint. 
dass die beste Erklarung hierfiir darin bestehe, dass abge- 
spaltenes Chlor bei gehoriger Alkalescenz des Korpers gebunden 
wird. Das Alkali allein bewirkt nach den Versuchen desselben 
Autors eine Zunahme des sauren Schwefels, wiithrend Sal- 
kowski, Jawein?) und Ken Taniguti.*) die allerdings 
— ebenfalls bet einem Versuch am Hunde — grossere Dosen 
gaben (Jawein bis zu 20,0 Natr. bicarb., Ken Taniguti bis 
zu 16.0 essigs. Nate.) zu dem Resultat kamen, dass eingefiihrte 
Alkalien die Oxvdationsvorgainge im menschlichen Korper auch 
mit Bezug auf die Schwetelausscheidung steigern. 

Die bisher angefiihrten Versuche beziehen sich, soweit 
sie nicht den Menschen‘) selbst betretfen, siimmitlich auf Hunde, 
also aut Fleischfresser. Betm Hunde sind auch Harnack 
und Remertz®) zu dem tiberraschendem KResultat gekommen, 
dass die vermehrte Stickstoffausscheidung in Folge Einftihrung 
von Chloralhydrat) nicht durch eine entsprechende Steigerung 


1, Zeitschrift fiir Biologie, N. F., Bd. 19. S. 453. 

2) Zeitschrift f. klinische Medicin, Bd. 22. 

®) Virchow’s Archiv. Bd. 117 (1889). 

4, Angaben tiber die Schwefelauscheidung beim Menschen finden 
sich schon in Leube und Salkowski «Die Lehre vom Harn>. Berlin 
882. 5. 17417 Und die seitdem gemachten Angaben sind alle in der 
Oben citirten Arbeit von Freund zusammengestellt. Um so auffallender 
ist es, dass Schrader in seiner Arbeit «<Einige abgrenzende Ergebnisse 
physiologisch-chemischer Untersuchungen iiber den Stoffwechsel wihrend 
der Schwangerschaft und im Wochenbett», Archiv f. Gynikologie, Bd. 60, 
>. O34 behauptet. es hiitten vor der Arbeit von Harnack und Kleine 
keine Angaben iiber die Schwefelausscheidung beim Menschen vorgelegen 

5 | ( 
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der Harnstoffausftuhy bewirkt werde, sondern dass der ver- 
mehrte Stickstoff in anderen organischen Verbindungen, wahr- 
scheinlich mit dem Schwefel zusammen, ausgeschieden werde. 
Durch dieses Resultat wire die mangelhafte Oxydation des 
Schwetfels beim kinschmelzen von Koérpereiweiss zwar nicht 
erklirt, aber doch mit einer andern Erscheinung, die unter den 
senannten Verhiltnissen auftritt, gut in Einklang zu bringen. 

Auf Veranlassung des Herrn Professors E. Salkowski 
habe ich, um das Resultat Harnack’s nachzupriiten, die 
Harnstoffausscheidung unter der Einwirkung eines Protoplasma- 
giftes einer Priifung unterzogen und als Versuchsthiere die 
bisher in dieser Frage noch nicht benutzten Kaninchen ge- 
braucht, um zugleich einen Aufschluss dariiber zu bekommen, 
wie das Protoplasmagift beim Pflanzenfresser wirkt. Wie seiner 
Zeit schon Salkowski und Auerbach,!) sowie Munk?) 
hachgewlesen haben,  verliiuft ja der Stoffwechsel beim 
lleischfresser und Pflanzenfresser nicht genau gleich und 
weist speciell Abweichungen bei der StOrung der Oxydations- 
processe auf, 

Kin Vorversuch am Hunde bewies mir nochmal die 
prompte Wirkung des von mir in Anwendung gezogenen 
Chloroformwassers. Die weitere Fortfiihrung und Verwendung 
des Versuches wurde leider durch Eintritt eines Blasenkatarrhs 
unmoglich gemacht. 

Brauner weiblicher Hund von 32,3 kg Gewicht. Durch 
D00 Pferdefleisch (18,1 N, mehrere Male bestimmt) und 
70 Speck auf gleichmiissige N-Ausfuhr durch den Harn  ge- 
bracht. Die einzelnen Perioden werden durch Catheterisation 
abgegrenzt. Die tagliche Futterration erhilt das Thier Morgens 
direkt nach dem Catheterisiren: sie wird sofort vollstindig 
gefressen. Das Chloroformwasser wurde mit dem Futter ge- 
mischt. Wie die Tabelle zeigt, ist ein anfiingliches Sinken 
der Stickstoffausfuhr, wie es Harnack und Remertz beim 
Hunde nach Chloralhydrat beobachteten, nicht zu constatiren. 


1, Virchows Archiv, Bd. 77 (1879), S. 226. 
~) Archiv f. Physiologie, 1881. 
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Im Gegentheil stieg die Stickstoffausfuhr, sobald am 10. Tage 


das Protoplasmagift gegeben wurde. 








Pe Menge und Gewicht | N-Ausscheid. 

lage aot iatans Bemerkungen 
=" spec. Gewicht des Thieres , im Harn 
.. 6O0 L030 53.3 12.8 dO) Fleisch -- 70 Speck 
2. (OO 1040 | — 13.44 dO” > > 70 > 
3. 5401037 | iin 112 | 500 > » 7 2 
4. d30 1037 | 51,7 15.7] | SOO > > 7) > 
5. 430/1042 | os 1607 | 300 » = + 
ti DOO LO4L | 31.69 | 15,17 DOO > > 7) » 
r? ‘25 1045 | -— 16.83 d00 > > 7) > 
S, HdO/ 1030 | a 19.90 HOW) > > 70 2 
9. DIO 1040 — 16.13 DOO 2 » 7 > 
10. 660 10B4 | 31.61 19.57 2OOChloroformw. m. d. Futter 
11. ROO 1032 | — 21.07 200 . > >» 

12. SOO L031 | 31.15 22.01 200 bua 2 


Was die Versuche am Kaninchen anlangt, so wurde 
versucht, die Thiere durch ein aus Rtiben, Kohl und rohen 
Kartoffeln zu gleichen Theilen gemischtes Futter auf gleich- 
inissige Stickstoffausscheidung zu bringen. Das Chloroform- 
wasser erhielten die Thiere Abends, wenn das Futter auf- 
gefressen war, durch die Schlundsonde. Der Urin wurde 
+ Tage lang gesamme!t und sodann die Periode durch Aus- 
dricken der Blase abgegrenzt, wobei sich nie Schwierigkeiten 
ergaben. Auf eine Bestimmung des eingefiihrten Stickstoffs 
sowle des Kothstickstoffs glaubte ich auch nach der Ansicht 
des Herrn Professor Salkowski verzichten zu kinnen, weil 
die schlackenreiche Nahrung in dem langen Darm des Kanin- 
chens verschieden lange zuriickgehalten und ausgenutzt wird. 
Aus demselben Grunde sind auch fiir die Bestimmung 3tiigige 
Perioden gewahlt worden. Die in den Tabellen angegebenen 
Zahlen sind die aus diesen Perioden fiir den einzelnen Tag 
berechneten Werthe. 

Wenn sich nicht alle Urinbestimmungen innerhalb der 
zur Verfiigung stehenden 3 Tage ausfiihren liessen, wurde der 
Harn durch Schiitteln mit Chloroform conservirt. Die Be- 

















stimmung des Stickstoffs und Schwetels geschah nach den 
bekannten Methoden: fiir die Bestimmung des Harnstoffs wurde 
die Morner’sche Methode gewahlt, jedoch mit der von Sal- 
kowski vorgeschlagenen Modification, dass das Ammoniak 
aus dem den Harnstotf enthaltenden Filtrat nicht durch 
Magnes. ust. vertrieben, sondern fiir sich im Harn nach 
Sehlo6sing bestimmt und dann von dem = ftir den Harnstotf 
gefundenen Werth abgezogen wurde. Hippursiiure, die nach 
den Versuchen von Salaskin und Zaleski!) bei Anwendung 
der Mornerschen Methode auf den Harn von Pflanzenfressern 
Fehler verursachen kann, fand = sich bet mehrmaliger Unter- 
suchung in dem Aetheralkoholauszug nicht, sodass die Methode 
wuch mach dieser Riehtunge hin fiir unsere Versuche eimwand- 
frel war. 
Versuch. 


Graues weitbliches Kaninchen von 2490 ¢@ Gewiche. 
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; Se) n se Z ~ 

Harn, : cs las “| ata 

So fio el Pee SS 

Menge und|/ 2 2/* Si(/Se |S 2| Sas 
Datum iaed seals eleaSisE| weg Bemerkungen 

specilisches |-= © | m © | 3 go Ps = @ 
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Gewicht = 5412 6 “|sSag 
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195 | 
18.-20. 1. 340 1023 2940 0.91 O.812)89,74 0 165 

| | | 155 | 
21-23. 1.) 1500/1030 ~- 0.455 0,368 80,96 QO |150 gem. Futter tig. 


cei. Futter 


24.-26. 4301016 2770) 0,601 0,531'85,38 Q tel. 150 gem, Fatier + 25,0 Wasser 
27.-29. I. 3890/1015 2650 0,633 0.548 86,20 0,0015 > 10 >» » » 0 » 
30. 1.-1. 11. 4000/1014 — 0.671 0,596 88,85 0,0046, > 150 » » » 2) 
2 -¢. Tl. -450/1012 25.40 0,628 0,593.94,33 0,023) » b0 > » » 20 
6-7. Gl. MV LOLL 2500 O.491 0, 115'84,52 O.Q051) » 25.0 Chloroformiy.+-130 geu. Fat. 


| 


8.-10. T1. ~— 2500 2 oe wa ans 


Der Versuch erreichte leider em jiihes Ende, weil das 
Kaninchen, nachdem 3 Tage lang 25,0 Chloroformwasser 
7 


*) 
-?. 


1, Zeitschrift fiir physiologische Chemie, Bd. XXVIIT, 5. 


























gegeben waren, am -t. ‘Tage aus Versehen statt des Chloro- 
formwassers von der zur Harnstolfbestimmung nothigen Aether- 
alkoholmisehung in den Magen bekam. Die 25 cem. Wasser pro die 
vom 2% ab erhielt das Thier, um den Einfluss des Wassers 
auf die Erhoéhung der Stickstoffausfuhr auszuschalten.!; Wenn 
ich trotz des nicht abgesehlossenen Versuches die Zahlen hier 
mittheile, so geschieht es, um darauf aufmerksam zu machen, 
dass sich auch beim Kaninchen eine ziemlich gleichmiissige Stick- 
stoffausscheidung durch den Harn erreichen liésst. Ferner 
sind die geringen Ammoniakwerthe, die mit den Angaben Sal- 
kowski s hiertiber in Einklang stehen, zu beachten. Und 
endlich ist dieser Versuch vor den tibrigen ausgezeichnet durch 
ein (anfiingliches?) Sinken der Stickstoffausfuhr nach der 
Kinverleibung des Chloroformwassers (wie im Versuche von 
Harnack und Remertz beim Hund nach Chlorathydrat). 
Man k6nnte auch daran denken, dass die verabfolgten 
25 com. H,O infolge einer Ausspiilung der Gewebe Antangs 
eine verhiiltnissmiissig hohe Stickstoffaustuhr nach sich zogen, 
der dann natiirlich bei weiteren Wassergaben eine Verminde- 
rung der Stickstoffausfuhr folgen musste. (O,491 pro die vom 
). bis 7.) Doeh halte ich diese Erkliirung nicht fiir richtig, 
weil der Zeitraum bis zu der geringeren Stickstoffaustuhr zu 
gross ware. 

In dem Versuch beim Menschen von KR. O. Neumann 
dauerte die durch eine gréssere Wassermenge (bis zu 3—4 
Liter pro die) bewirkte Steigerung der Stickstoffausfuhr immer 
nur 2 Tage und sank am 3. Tage schon wieder ab. In 
unserm Falle kiimen aber 12 Tage in Betracht. 

H. und TE. Versuch. Zuniichst ist zu erwihnen, dass 
es nach 33 Tagen beim Il. Kaninchen gelang, eine an- 
niahernd gleiche Stickstoffausscheidung durch den Harn zu 
erziclen, so dass sich der Einfluss des Chloroformwassers be- 
merkbar machen konnte, beim Kaninchen Hl waren die Zahlen 
fiir den Harnstickstoff von vornherein ziemlich constant. Die 


1) R. O. Neumann. Per Einfluss grésserer Wassermengen aut 
die Stickstoffausscheidung beim Menschen. Arch. f. Hygiene, 189. 5. 268 
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mittlere Stickstoffausscheidung war beim Kaninchen Il vom 
IS. Ul. bis % Uh calso vom Tage nach Erreichung der 
constanten Stickstoffausfuhr bis zur Verabfolgung des Chloro- 
formwassers) 0.453, beim Kaninchen HI] vom 13. bis) zum 
24.11. 0.524. Das Chloroformwasser hat nun einen viel geringeren 
Kinfluss auf die Stickstoffausscheidung gehabt als beim Hund. 
Withrend beim letzteren, wenn wir pro Kilogramm  Korper- 
eewicht 6,2. Chloroformwasser gaben, die Stickstoffaus- 
fuhr von 16.3 auf 20,89, also ungefiihr um 25°/o steigt, haben 
wir beim Kaninchen, wenn wir ebenso lange 10,9 Chloroform- 
wasser pro Kilogramm Korpergewicht geben, die Stickstoffaus- 
fuhr von 0.453 auf 0.532 (Nr. TD), also am 15°/o erhdOht, und wenn 
wir &.7 pro Kilogramm Korpergewicht geben, eine Steigerung 
von 0.924 auf O,6135 (Nr. HD, also um bemahe ebenfalls 15° o. 

Ob diese Steigerung der Stickstoffausfuhr ino der ‘That 
eine grossere am 2. und 3. Tage der Periode war und nur 
durch ein anfiingliches Sinken maskirt wurde (woftir vielleich! 
der Versuch Nr. T spriiche), ist) nicht) wahrscheinlich. Denn 
heim Kaninchen Nr. Ul erreicht die Stickstoffausfuhr erst im 
der zweiten Periode, in der kein Chloroformwasser mehr ge- 
geben war (12.—14. IL), ihren Hohepunkt, kann also am 
2. oder 3. Tage der ersten Chloroformperiode nicht schon 
hoher gewesen sein, als sie aus den 3 Tagen berechnet wurde. 

Kine bedeutende Steigerung der = Stickstoffausfulir er- 
reichen wir erst, wenn 13,1 bis 13,3 bezw. 10,4 bis 12.2 g¢ Chloro- 
lormwasser pro Kilogramm Korpergewicht mehrere Tage gegeben 
sind (auf O875 = 48% bezw. 40°/0). Die Stickstoffaustuhr 
ist unter Umstiinden verzogert und das Maximum kann ers! 
dann erreicht sein, wenn schon tagelang kein Chloroformwasser 
mehr gegeben ist (Nr. TD). 

Dass die Thiere, nachdem die Einwirkung des Protoplasma- 
giftes aufgehort hat, abnorm wenig Stickstoff ausscheiden 
(0.346 und 0,275), um das Manco zu decken, ist nicht aul- 
fallend. 

Riicksichtlich der Harnstoffausfuhr ist zu bemerken, dass 
beide Versuche nicht mit dem von Harnack und Remertz 


erhaltenen Resultat tibereinstimmen. Zieht man zuniichst die 
































absoluten Zahlen fiir den Harnstoff in Betracht, so bemerkt 
man in beiden Fallen eine bedeutende Steigerung der Harn- 
stoffausfuhr von 0,375 bezw. 0,455 im Mittel vor der Verab- 
reichung des Chloroformwassers auf 0,767  bezw. O,8)1 
nach Erreichung der vollen Wirkung des Protoplasmagiftes. 
Diese Zahlen sprechen schon allein dagegen, dass die Mehr- 
ausscheidung des Stickstoffs ganz oder zum grossen Theil auf 
Rechnung eines andern Korpers, wie Harnstoff, zu setzen ist. 
Zieht man die relativen Zahlen fiir den Harnstoff in Betracht, 
<9 ist allerdings auffallend, dass in diesen beiden Versuchen, 
wie im |, die Procentzahlen fiir den Harnstoff (im Vergleich 
zum Gesammt-N) so bedeutenden Schwankungen unterworfen 
sind. Eine Erklarung fiir dieses Verhalten fehlt) mir. Ich 
mochte nur noch bemerken, dass die angegebenen Zahlen auf 


_ 


Mittel betriigt die Procentzahl fiir den Harnstoff bei fehlender 


Grund gut stimmender Doppelanalysen gewonnen sind. Im 


Chloroformwasserwirkung 84,41 bezw. 88,05 gegentiber ciner 
Ausscheidung von 83,15 und 97,15°/o auf der Hohe der 
Chloroformwasserwirkung. 

Die Zahlen fir Ammoniak weisen dieselben medrigen 
Werthe wie im I. Versuche auf, 

In 5 bezw. 6 Perioden habe ich auch die Schwefel- 
ausscheidung, und zwar den sauren und den Gesammtschwetel 
bestimmt. Wenn sich das bein Fleischfresser oft Cconstatirte 
Verhalten, dass bet gesteigerter Stickstoffausftuhr der neutrale 
schwefel im Verhaltniss zum sauren erheblich zunimmt, beim 
Pilanzenfresser nicht findet, so kann beim Pflanzenfresser von 
vornherein nicht davon die Rede sein, dass die vermehrte 
N-Ausscheidung auf der vermehrten Ausscheidung eincs N- 
und S-haltigen Korpers beruhen kénnte. Ich habe nun in der 
That in meinen Versuchen eher eine Zunahme des sauren wie 
des neutralen Schwefels constatiren kénnen. Doch méchte 
ich auf die fiir den Schwefel erhaltenen Zahlen aus folgendem 
Grunde nicht allzuviel Gewicht legen. Wie ein Blick auf die 
Tabellen lehrt, sind die Zahlen fiir den Schwefel im Verhiiltniss 


zum Stickstolff ungemein hoch, sie betragen z. B. beim Ver- 


m 


such | vom 2.-—*. Tl. 27% der Stickstoffausfuhr und vom 





Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XXXI. 29 


























5.—-7. Tl. gar 32,71° 0 der Stickstoffausfuhr. Zui erkliren 
sind diese hohen Schwefelwerthe offenbar durch die verhiilt- 
nissmiissig grosse Schwefelaufnahme mit der Nahrung. — Ich 
fand in 300.0 gemischten Futters 0,55 und O,51 Schwefel als 
HJSO, ausgedrtickt. Beim Hunde, der durch Fleisch und Fet! 
ins Stickstoffgleichgewicht gebracht ist, steht im Harn = de 
Schwefel zum Stickstoff in einem ganz bestimmten Verhiiltniss. 
niunlich in dem Verhiiltniss, in welchem sich beide Elemente 
in Kiweissmolektil finden. Auch beim Menschen, der neben 
Kleisch und Fett) Amylaceen geniesst, ist dieses Verhiiltniss 
ziemlich gewahrt, da die mit der Nahrung eingeftihrte Schwefe!- 
siiure neben dem aus dem Eiweiss) stammenden Schwefe! 
wenig in Betracht kommt. Wir konnen deshalb auch in 
diesen Fiillen aus dem Verhidltniss des sauren zum neutralen 
Schwefel einen Schluss auf die Oxydationsvorgainge im Orgu- 
nismus machen. Anders ist es dagegen nach der oben mil- 
vetheilten Erfahrung mit dem im Stickstoffgleichgewicht bezw. 
in gleichmiissiger Stickstoffausscheidung befindlichen Pflanzen 
lresser. Hier hiinet selbstverstiindlich die hohe Schwefel- 
ausscheidung nur von der gewiihlten Nahrung ab. So ergab 
sich in den Versuchen von E. Salkowski!) an Kaninchen. 
welche mit) Kartoffeln geftittert wurden, das Verhiiltniss 
H:N=1:12.5; 13,2; 12,8 u. s. w. Das aus Kohl, Riiben 
und Kartoffeln gemischte Futter wahlten wir, weil die Kanin- 
chen Kartoffeln allein fiir lingere Zeit schlecht fressen. Duas- 
die gewithlte Nahrung einen so hohen Gehalt an schwefel- 
haltigen, nicht eiweissartigen Korpern aufweist, konnte nicht 
vorausgesehen werden. 

Hasse ich die wesentlichen Punkte der Arbeit nochmatls 
zusammen, so komme ich zu folgenden Schliissen: 

Protoplasmagifte bezw. Chloroformwasser bewirken beim 
Pilanzenfresser erst in erheblich grésserer Dosis als beim 
Fleischfresser eine Steigerung der Stickstoffausfuhr. Die Wir- 
kung des Giftes tiberdauert seine Einftihrung unter Umstiinden 
um mehrere Tage. Bisweilen scheint es vor der Steigerung 


1) Zeitschrift fir physiologische Chemie, Bd. I, 5. IS ff. 


























der Stickstoffausfuhr zu einer Herabsetzung derselben zu 


kommen, 

Die vermehrte Stickstoffausfuhr wird durch eine vermehrte 
Harnstoffausfuhr bewirkt. 

Der Schwetelgehalt des Harns hangt beim Kaninchen in 
<) hohem Grade von der Ernaihrung ab, dass auch bei Thieren, 
die constante Harnstoffausscheidung zeigen, die iiusserste 
Vorsicht ber Schlussfolgerungen nach dieser Richtung  ge- 
boten Ist. 

Herrn Professor E. Salkowski ftihle ich mich fiir die 
Ueberlassung des Themas und ftir seinen liebenswtirdigen Rath 
bei Aufstellung der Versuche zu lebhaftem Dank verpflichtet. 











Ueber das Bilifuscin. 
Von 


Dr. Leo R. v. Zumbusch. 


A lem Universitats-Laboratorium fiir medicinische Chemie in Wien 


Der Redaction zugegangen am 25. November 100.) 


Die Gallensteine des Menschen sind bekanntlich, wenn 
sie tiberhaupt Farbstoffe enthalten, in der Regel nicht eben 
reich an Bilirubin: sie enthalten vielmehr braunen und griinen 
arbstoff in grésserer Menge. Die Versuche, letztere zu 
isoliren, haben wohl eine Vermehrung der Nomenclatur, fiir 
keen der Farbstoife aber die sichere Charakterisirung als 
Individuum zur Folge gehabt. Der bestgekannte dieser Korper, 
ich nenne Bilifuscin, Biliprasin, Bilicyanin, Bilihumin, ist’ das 
Pilifuscin. 

Durch die Gitte des Herrn Professor Ludwig wurden 
mir nun etwa 4 kg menschliche Gallensteine, die im patho- 
logisch-anatomischen Institut des k. k. allgemeinen Kranken- 
hauses zu Wien gesammelt worden waren, zur Vertugung 
gestellt, so dass ich in der Lage war, diesen Farbstoff reiner, 
als es frither der Fall gewesen war, darzustellen und = zur 
Analyse zu bringen. 

Ks hegen tiber die chemische Natur des Bilifuscins zwel 
verschiedene Arbeiten vor, deren Ergebnisse nicht tiberein- 
stimmen. Die eine riihrt von Briicke,!) die andere von 
Stiideler?) her. An die Arbeit von Briicke schliesst sich 

1) Wiener medicinische Zeitung, +. Jahrgang, Heft 44 vom 1. No- 
vember 1859, 

~, Annalen fiir Chemie und Pharmacie, neue Reihe. Band of vom 


Jahr 186-4. 






































eine aus  dessen Laboratorium  stammende Arbeit | von 
Simony!) an. 

Die von den genannten Autoren verwendeten Priiparate 
waren auf verschiedene Weise dargestellt und zeigten ver- 
<-hiedene Eigenschatten. 

Briicke s Biliftuscin war durch Ausschiitteln menschlicher 
(ialle mit Chloroform, Abdestilliren des von der Galle getrennten 
(hloroforms. Ausziehen des Riickstandes mit absolutem Alkohol, 
\usfiillen der eingeengten Loésung mit Aether und Waschen 
des Niederschlags mit demselben dargestellt. 

Ks war ein braunes, sich in Alkohol leicht mit Olivfarbe 
ljsendes) Pulver: der Gmelin schen Gallenfarbstotfreaction 
vegeniiber verhielt es sich negativ, eine Elementaranalvse 
wurde nicht gemacht. 

Stideler extrahirte mit Aether von Cholestearin und 
Fett befreite und mit Salzsiiure entkalkte Gallensteine mil 
Chloroform und behandelte den Riickstand mit Alkohol: die 
alkoholische Fliissigkeit verdampfte er und zog den Abdamptl- 
riickstand mit Aether aus, worauf er durch wiederholtes Losen 
in Alkohol reinigte. 

Das gewonnene Priparat war ebenfalls schwarzbraun 
und leicht, mit brauner Farbe, in Alkohol loslich. Stideler 
gibt an, Bilifusein gebe die Gallenfarbstoffreactionen ebenso 
schon und deutlieh wie Bilirubin. 

Was die Zusammensetzung betrifft, gibt der Autor auf 
(rund der Elementaranalyse die Formel C,,H,,N,O, an, welche 
sich von der des Bilirubins durch ein Plus von einem Molekiil 
Wasser unterscheidet. 

Demnach haben die zwei als Bilifuscin bezeichneten 
Priparate wohl gewisse Kigenschaften gemeinsam, jedoch 
zeigen sie auch sehr bemerkenswerthe Unterschiede, 

Ich habe das dieser Untersuchung zu Grunde_ liegende 
Priiparat auf foleende Weise dargestellt: Die gréblich zer- 


stossenen Gallensteine wurden zuerst durch Extraction mit 


1) Sitzungsbericht der Wiener Akademie vom Jahre 1876 











Aether vollstiindig von Cholestearin und Fett betreit. Das 
zuriickbleibende Pulver wurde sodann auf dem Filtrum solange 
mit Wasser gewaschen, bis dasselbe klar und farblos abfloss. 
Die ersten, stiirker braun gefiirbten Waschwisser ergaben ein- 
cedamptt einen braunen, leimartig riechenden und zu sproden 
Krusten eintrocknenden Korper, welcher keine Gallenfarbstoff- 
reaction zeigte. 

Das mit Wasser erschOpfte braune grobliche Pulver wurde 
hierauf mit 5°/oiger Salzsiiure behandelt: hierbel ging eine 
ziemliche Menge von Kalk unter Aufbrausen in Losung (es 
trat hierbet kein Geruch nach Schwefelwasscrstoff auf) und 
das friiher sandartige, aus harten Kornern bestehende Pulver 
wurde dadurch zu einem iiusserst feinen, stark abfirbenden 
Pulver umgewandelt. Es trat dabei ein charakteristischer 
Geruch nach Galle, wenn auch nur ganz schwach, aul. 

Nachdem durch Waschen mit Wasser die Salzsiiure 
wieder entfernt war, wurde das Pulver getrocknet und = zur 
Darstellung der einzelnen Gallenfarbstoffe verwendet. 

Das Gewicht der Masse betrug nach Beendigung der 
oben beschriebenen Processe etwa 300 ¢: zuerst wurde das 
Priiparat nun einer Extraction mit Chloroform unterzogen, 
welche im Soxhlet’schen Apparate vorgenommen wurde. Stets 
wurde nur Chloroform verwendet, welches durch wiederholtes 
Schiitteln mit Wasser und nachheriges Abdestilliren tiber Chlor- 
calcium gereinigt worden war. 

Trotz mehrere Wochen andauernder Extraction konnte 
es nicht dahin gebracht werden, dass das Chloroform unge- 
firbt abfloss. Von dem Extract wurde das Chloroform = ab- 
destillirt und der Riickstand, nachdem er vollstandig von 
Chloroform befreit worden war, mit absolutem Alkohol tiber- 
gossen und dieser so oft gewechselt, als er sich noch oliven- 
braun firbte. Nach mehrmaligem Erneuern des Alkohols 
nahm derselbe eine réthliche Farbe an, welche er dem bill- 
rubin, das sich in geringem Maasse darin l6st, verdankt. 
Der Alkohol wurde von dem dusserst fein vertheilten Bilirubin 
durch Decantation getrennt: erst nachdem = dies melhrmals 
wiederholt war, wurde der Rest durch Filtriren entternt. 





























Auch das mit) Chloroform) fast vollstandig erschopite 
Pulver wurde nach Austreibung des Chloroforms mit Alkohol 
hehandelt, welcher sich ebenso olivbraun fiirbte wie der Alkohol, 
mit welehem der Chloroformextract behandelt wurde. Die 
cesammiten  alkoholischen Ausziige wurden vereinigt und 
destillirt.. Der tberbleibende Riickstand war dunkelbraun ge- 
‘irbt, zum Theil krystallinisch, und hatte einen Geruch, welcher 
dem von ranzigem Fette nicht unihnlich war. Er wurde 
durch mehrmaliges Kochen mit Wasser vom Alkohol giinzlich 
befreit, wobei er an das Wasser keinen Farbstoff abgab, indem 
die geschmolzene Masse wie Oéeltropfen auf dem heissen 
Wasser schwamm. 

Nachdem das Wasser abgegossen worden war, wurde 
der getrocknete Extract in wenig Chloroform gelost, was 
leicht von Statten ging, und die Losung filtrirt. Der filtrirten 
Losung wurde die etwa zwanzigfache Menge von Aether 
zugesetzt. Schon nach kurzer Zeit war die Farbe des Ge- 
inisches erheblich heller braun geworden und es setzte sich 
ein Niederschlag ab. Dieser wurde auf ein gehiirtetes Filter 
sebracht und mit Aether gewaschen, welcher dabei keine 
Farbung annahim. 

Das Aetherchloroformgemisch, das noch ziemlich stark 
braun gefiirbt war, wurde abdestillirt; der Rtickstand, der 
dem oben beschriebenen vollstiindig glich, wurde wieder mit 
Aether behandelt, wobei sich ein Theil léste, der andere als 
<chwarzer_ bliitteriger Belag ungelést zuriickblieb; der letztere, 
sowie der abermals eingedampfte in Aether lésliche Antheil 
wurden aufbewahrt. 

Die durch den Aether ausgefiillte Substanz in der 
Menge von ungefiihr 12 g war schwarz, porés und liess sich 
~ehr leicht zu einem feinen schwarzen Pulver zerreiben. 

Auf dem Striche war die Farbe schwarz mit einem 
Stich ins Griinliche. Unter dem Mikroskop betrachtet, erwies 
sie sich als aus unregelmiissigen Kriimeln bestehend: es 
konnte keine Spur einer krystallinischen Structur nachgewiesen 
werden. Das so dargestellte und beschaffene Bilifuscin wurde 
“i allen Versuchen verwendet. 











Li) 


Da Bilirubin in Alkohol so gut wie nicht lOslich ist) und 


auch durch Aether aus seiner L6sung in Chloroform vicht 
leicht gefallt wird, diirfte eine nennenswerthe Verunreinigung 
unseres Praparates mit Bilirubin nicht zu befiirchten sein. 
Als Bilihomin wird der in den angewendeten L6sungsmitteln 
unlosliche Riickstand bezeichnet, der also hier nicht in Betracht 
komme. 

Dieses Bilifusein ist absolut unléslich in’ kaltem und 
heissem Wasser, in verdiinnten Mineralsiiuren, in Schwefel- 
kohlenstoff, Petroleumither, Aethylither, Benzol und Nitro- 
benzol, wenig loslich in Chloroform, Methyl- und Amylalkohol| 
sowie Aceton, ein wenig besser in Aethylalkohol, ziemlich 
gut in Kisessig, Naphtalin und Dimethylanilin, am besten in 
Pyridin. Es konnte also wohl die Angabe Stiideler’s be- 
stitigt werden, dass sich die unreine Substanz leicht in 
Chloroform lose, die reine aber nicht, dagegen fand ich im 
Gegensatz zu dessen Angabe, dass sich der reine Korper nur 
recht miissig in Alkohol auflost. 

In alkalischen Fliissigkeiten lost sich der Korper mit 
tiefbrauner Farbe leicht auf und wird durch Ansiiuern in 
braunen Flocken aus denselben gefillt. Auch durch Zusatz 
von Bleiessig, Barytwasser und Chlorcalium wird er in braunen 
Klocken gefiillt. 

Versuche, den Korper aus Dimethylanilin und aus Pyridin 
zu krystallisiren, gelangen nicht; aus Dimethylanilin, dessen 
sich Kiister!) mit Erfolg bedient hat, schied sich der Korper 
in kugel- und. stiibehenfOrmigen Partikeln ab, aber nicht in 
irgend welchen kennbaren Krystallformen: die Substanz schmilzt 
glatt ber 183°. 

Der Korper verhilt) sich sowohl der Huppert’schen 
Gallenfarbstoffreaction, als auch der Gmelin’schen und deren 
Modificationen von Briicke, Fleisehe und Rosenbach 
gegentiber vollstiindig negativ, es trat nicht die geringste Spur 
einer Griinfiirbung auf, so dass hierdurch die Angaben 
Briicke’s bestitigt erscheinen. Dieselben Reactionen, jedesmal 


1) Diese Zeitschrift. Band XXXVI. S. 317. 
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parallel init viel stirker verdiinnten BilirubinlOsungen  aus- 
gefiihrt, traten sehr schnell und deutlich auf. 

Gefrierpunktserniedrigungsversuche nach Raoult, mit 
Losung der Substanz in Naphtalin und Eisessig, ergaben kein 
brauchbares HResultat. 

Die alkoholische L6sung des Korpers zeigt keine scharfen 
Absorptionsstreifen, sondern bloss eine je nach der Concen- 
tration der Losung verschieden starke Verdunkelung beider 
Knden des Spectrums, vorziiglich des violetten. 

Erhitzt man die Substanz auf dem Platinblech, so bkiht 
sie sich auf und verschwindet allmiihlich, ohne Riiekstand zu 
hinterlassen. Ein charakteristischer Geruch konnte Interbei 
nicht beobachtet werden. 

Zur Priiftune auf Chlor wurde nach der Vorsehrift 
Beilstein’s eine Probe mit Kupferoxyd gemischt) in der 
Klamme des Bunsenbrenners erhitzt, wobei keine Griinffirbung 
emtrat. 

Dureh Zusammenschmelzen der Substanz mit Kalium und 
Prifen der im Wasser gelésten Schmelze mit Nitroprussid- 
natrium wurde die Abwesenheit von Schwefel constiatirt. 
Wird der Korper mit metallischem Kalium = erhitzt, die Masse 
mit Wasser extrahirt, dem Filtrat Eisenvitriol, Eisenchlorid 
und Salzsiure zugesetzt, so entsteht alsbald deutliche Blau- 
farbung und nach einigem Stehen scheiden sich blaue Flocken 
in ziemlicher Menge ab. 

Der Elementaranalyse wurde stets das unmittelbar vorher 
durch eine Stunde bei einer Temperatur von 105) bis 110° 
getrocknete Priparat unterworfen. 


Das Resultat war folgendes: 
Bestimmung von Kohienstoff und Wasserstoff durch Verbrennune 
mit vorgelegtem Kupfer: 
I. Angewandte sSubstanz 0.2280 ¢. 
daraus: 0.1807 ¢ HO == 0.0201 ¢ H $S81%) Wasserstofi 


und 0.5452 ¢ CO, = 0.1469 ¢ C = 64,4390 Kohlenstofi 


ll. Angewandte Substanz 0.1370 «, 
daraus : 0.0954 ¢ HO = 0.0106 ¢ H 7.742%/0 Wasserstoft 
und 0.3230 ¢ CO, = 0,0881 ¢ C 64.3390 Kohlenstoff 


































Substanz 0.1428 ¢ 
daraus: 0.1055 g HO = O.OLL7 ¢ H S18 o Wassersto ft 


und 0.3397 ¢ CO, 0.0926 ¢ € O--.84°/0 Kohlenstoff. 


Angewandte 


IV. Angewandte Substanz 0.1607 g, 
daraus: O1108 g HO == 0.0123 ¢ H 7.60% 0 Wasserstoff, 
Der Stickstoff wurde nach Dumas bestimmt: 
1. Angewandte Substanz 0.2131 g. 
Barometerstand 74) mm.. Temperatur 141° 
Volumen des Stickstoffs 16.5 cem. entsprechend 833° 0 Stckstofi. 
Il. Angewandte Substanz 0.1135 g. 

Barometerstand 745 mm., Temperatur 13.0° 

Volumen des Stickstoffs 8,00 ccm. entsprechend 8.17" 5 Stickstoff. 

Die Mittel aus diesen Werthen sind: 

Wasserstoff 8.10°/o 
Kohlenstoff 64,53 °/o 
stickstoff 8,23 °%/o 

Auf Sauerstoff entfallen also 19,12°/o. 

Stiideler hat fir sein Bilifuscin die der Formel des 
Bilirubins so nahe stehende Formel C,,H,)N,O, angegeben, 
und diese entspricht einer anderen procentischen Zusammen- 
setzung, niimlich: 

Cell, N,O, 
C 63.16 °/o 
H 6.58%) 
N 9,21°%o 
QO 21.05%. 

Die der oben angegebenen procentischen  Zusammen- 

setzung des Korpers am besten entsprechende Formel ist 
Cog og O44: 

Die aus dieser Formel berechneten Zahlen verhaiten sich 

zu-den bet der Analyse gefundenen wie folgt: 


sefunden: 64,93°0C — berechnet: 64.69% oC 
S.10° 0H 8.09%) H 
8,25 °%oN 8.25% oN 
19,12°%00 19.02°.0. 


Der hohe Gehalt an Wasserstoff scheint auffiillig, da die 
Autoren fiir alle anderen Gallenfarbstolfe, selbst fiir das Hydro- 
bilirubin Maly’s, das am meisten Wasser enthiilt, einen viel 
seringeren Gehalt an Wasserstoff angeben. Doch glaube ich 























nicht. dass die Substanz, welche zur Verbrennung verwendet 
wurde, Wasser enthalten habe: denn erstens war. dieselbe, 
nachdem sie mit Aether aus der Losung in Chloroform gefallt 
worden, stets im evacuirten Exsiceautor tiber Schwefelsiiure 
aufbewahrt. und zweitens wurde sie auch unmittelbar vor der 
Verbrennung im Trockenkasten bet 105 bis 110° getrocknet, 
und zwar durch eine Stunde: hierbe zeigte sie niemals nennens- 
werthen Gewichtsverlust. 

Ks wurden nun mit dem Priparate die folgenden Ver- 
suche angestellt: 

Kine Portion der Substanz wurde in alkalischer Losung 
init iibermangansaurem Kali oxydirt, die Fliissigkeit) vom 
Manganhyperoxvd  abfiltrirt, das Filtrat angesiuert und mit 
Aether geschiittelt. Nach Abdunstung des Aethers blieb eine 
seringe Menge gelblichen, schmierigen, nicht’ krvstallisirten 
Riickstandes, der sich der Pettenkofer schen Gallentarb- 
stoffreaction gegentiber negativ verhielt. Eime andere Portion 
wurde mit 20°/oiger Salzsiiure im zugeschmolzenen Glasrohr durch 
9 Stunden auf 145° erhitzt, dann wurde die Fltissigkeit filtrirt, 
eingedampft, der Rickstand mit Alkohol aufgenommen, der 
Alkohol verdampft, der Riickstand in Wasser gelost, mit Thier- 
kohle entfairbt, und die filtrirte Fliissigkeit mit Platinchlorid- 
losung versetzt. Der nach 24 Stunden gebildete Niederschlag 
wurde abfiltrirt, getrocknet, gewogen und durch Vergliithen der 
Platingehalt bestimmt. 

Ks betrug das Gewicht des Niederschlags: 0.0305 ¢ 
des darin enthaltenen Platins: O,0121 ¢. 
das sind 39.6720. 
Es enthiilt nun Dimethylammoniumplatinchlorid 41,20 °/o 
und Trimethyl ss ». 38,97 %o, 
ilso steht der erhaltene Werth dem letzteren am niichsten. 

Setzt man einer hellbraun gefiirbten L6sung unseres 
Bilifuscins in Pyridin Hydrazinhydrat zu, so entsteht wiihrend 
24stiindigen Stehens eine eigenthiimliche goldgelbe Verfiirbung 
der Losung. 

Setzt man einer) ammoniakalischen Loésung Hydrazin- 
hvdrat zu, so tritt dieselbe Erscheinung auf, jedoch etwas 
langsamer, 








Ausser der Stickstoffbestimmung nach Dumas wurde 
awuch der Versuch gemacht, den Stickstoff nach der Kjeldahl- 
schen Methode zu bestimmen, wobei es sich aber zeigte, dass 
nach dem Zerstoren der Substanz mit rauchender Schwefel- 
siiture beim Destilliren der sauren Fliissigkeit mit tiberschtissiger 
Kaliauge kein Ammoniak in die vorgelegte Normalschwefel- 
sine: gelangte. 

Der Versuch wurde wiederholt, indem zuerst die Substanz 
hur in) Schwefelsiiuregemisch zerstOrt wurde, wiihrend— bet 
spiteren Versuchen die verschiedenen Zusiitze, wie metallisches 
Quecksilber und tibermangansaures Kali, sowie andere Oxyda- 
tionsmittel, beigegeben wurden. Jedesmal wurden etwa 2 Deci- 
gramim Substanz verwendet. 

Das Resultat war stets das niimliche, indem die vorge- 
legte Siiure und eine gleich grosse zur Kontrolle dienende 
Siiuremenge gleich viel Lauge zur Neutralisation brauchten. 
Da bei diesen Versuchen alle néthigen Vorsichtsmassregeln 
angewendel waren, und man daher nicht an ein Uebersehen 
des Ammoniaks zu denken hatte, so wurde daran gegangen, zu 
suchen, wohin der Stickstoff bei der Zersetzung gekommen sel. 

Auftallender Weise lisst sich der im Bilirubin enthaltenc 
Stickstoff mittelst der Kjeldahtl’schen Methode anstandslos 
bestimmen, wie folgender Versuch zeigt, den ich mit von mir 
dargestelltem krystallisirten Bilirubin angestellt habe. 


Angewandte Substanz 0.3045 g. 
daraus Ammontiak 0.03438 
oder N 0.0283 ¢, 


das ist 0.3°. N, wiihrend nach der gebriiuchlichen Forimel 


o 
2) 


9.79°/o5 N im Bilirubin enthalten sind. 

Um nun die Form zu finden, in der der Stickstoff aus 
der Zersetzung mit) rauchender Schwefelsiiure hervorgeht. 
wurden folgende Versuche gemacht: 

Fiirs Erste wurde, um zu sehen, ob der Stickstoff nicht 
in Form irgend eines mit Lauge zu bindenden Korpers au- 
der kochenden Sehwefelsiiure entweiche, folgender Versuch 
Zusammengestellt : 

Kin Kolben aus hartem Glase., von der Grodsse der ge- 

















































wo6hnlichen, za den Kjeldahl’schen Analysen verwendeten 
Kolben, mit circa 30 em. langem Halse, erhielt am Ende des- 
selben aussen einen Schliff, auf den ein Gluckapparat von der 
orm eines kleinen Péligot’schen Apparates aufgeschliffen 
wurde, der sich an einem 25 em. langen Ansatzrohre befand, 
das mit dem Halse des Kolbens einen stumpfen Winkel ein- 
schloss. 

Der Gluckapparat wurde nun mit reinster Kalilauge ent- 
sprechend gefiillt, der Kolben mit Saure und Substanz beschickt, 
und dann bis zur vollstiindigen Entfirbung gekocht. 

Sodann wurde der Apparat auseinandergenommen und 
die saure Fliissigkeit zu emer gewohnlichen Ammoniakbe- 
<timmung verwendet, die ein vollstandig negatives Resultat 
ergab. Zweitens wurde die Lauge auf Beimengungen aus 
den Zersetzungsprodukten gepriift, wobei ich Folgendes be- 
merken mochte: bis zur Entfarbung war der Apparat etwa 
acht Tage jeden Tag mehrere Stunden in Gang gewesen, 
wiihrend Nachts die Flamme verléscht war. In Folge dessen 
stromten jedesmal nach dem <Anziinden ziemlich viele Gas- 
blasen durch die Lauge heraus, wiihrend beim Erkalten Luft 
in reichlicher Menge zurtickgesogen wurde. Hierdurch kamen 
die gebildeten Gase wohl zum tiberwiegenden Theile mit der 
Lauge in Bertihrung. 

Die vorgelegte Lauge, deren alkalische Reaction nach 
beendigung des Versuchs gepriift war, wurde nun aus dem 
Apparat herausgespiilt und die Flussigkeit auf 250 ccm. er- 
ganzt. Dann wurden folgende Untersuchungen mit derselben 
vorgenommen : 

|. mit verdiinnter Schwefelsiure angesiiuert, mit Meta- 
phenylendiamin auf salpetrige Siure geprtift: mit negativem 
Krgebniss : 

2. wurde mit concentrirter Schwefelséure und Diphenyl- 
amin auf Salpeterséure untersucht, ebenfalls mit negativem 
Resultat. 

3. dO com. wurden mit Eisenoxyd und Oxydulsalz und 
Salzsiure auf Bildung von Berlinerblau gepriift, es trat selbst 
nach tagelangem Stehen keine Spur einer Blaufiirbung auf. 








+. Auch der Versuch, mit Schwefelammonium und Eisen- 























chlorid Cyanverbindungen nachzuweisen, ergab ein negatives i 
Resultat. : 

9. Endlich wurde noch die Moglichkeit ins Auge gefasst. 
dass sich aus etwa entstandenen Cyanverbindungen beim Ein- 
tritt in die Lauge oxalsaures Ammon gebildet haben koénne. 

Z7it diesem Zwecke wurde die noch tibrige Portion mit 
Chlorbaryum gefiallt, der gesammelte Niederschlag mit kaller. 
verdiinnter Salzsiiture gewaschen, die Waschfliissigkeit = mil 
Ammontak alkalisch gemacht, der ziemlich reichlich entstan- 
dene Niederschlag gesammelt, getrocknet, mit concentrirter 
Sechwefelsdure ino einem RoOhrehen erhitzt. von wo aus. das 
entwickelte Gas uber Kaliauge geleitet wurde: dieses Gas 
wurde versucht anzuztinden, um zu sehen, ob Kohlenoxyd ge- 
bildet sel, was jedoch nicht gelang. Um nun noch zu sehen. 
ob nicht etwa Gase gebildet wiirden, welche von Siiure zuriick- 
vehalten wurden, wurde bei der Wiederholung des Versuches 
inn das fret endende Rohr des Gluckapparates mittelst einer 
Kaulschukstopie ein zweiter, viel kleinerer, hierzu geeiene 
gcformter Gluckappurat dicht eingesetzt und mit 2 ecm. Nor- 
malschwetelsiure beschickt. 

Nach Beendigung der Zersetzung wurde mit der im 
Kolben betindlichen Schwetelsiure eine Ammoniakbestimmung. 
mit der Lauge alle oben angefiihrten Versuche gemacht: beides 
mit demselben negativen Resultat. Sodann wurden die 2 ecm. 





Normalschwefelsaure titrirt, im Vergleich mit 2 cem., die am 
selben Tage entnommen und aufbewahrt worden waren. Hier- 
ber ergab sich keine Differenz, was mit ziemlicher Sicher- 
heit ausschliesst, dass oxalsaures Ammon in der Lauge aus 
Cyanverbindungen gebildet worden. sei. 

Keiner von all diesen Versuchen hat also erkliirt. was 
mit dem = Stickstoff geschieht, wenn man die Substanz mil 
rauchender Schwefelsiiure zerstOrt, wiihrend doch die Analyse 
nach Dumas 8,25°/o Stickstoff ergab. 

Allerdings sind verschiedene Bindungsformen des Stick- 
stolis und mehrere Gruppen von organischen Kérpern bekannt, 
welche mit der Kjeldahl schen Methode kein Ammoniak liefern. 




















Wenn man jedoch die einzelnen tiber diesen Gegenstand 
handelnden Arbeiten der verschiedenen Autoren, wie die yon 
Asboth. Arnold, Dafert, Jodlbauer, die Arbeiten von 
Gunning!) tiber die Resultate, welche er mittelst der von ihm 
angegebenen Modificationen der Methode erzielte, sowie ins- 
besondere die Arbeit von Karl Arnold und Konrad Wede- 
meyer?) tiber die Brauchbarkeit der Kjeldahl-Methode und 
der yon ihnen bevorzugten Modificationen mit den verschie- 
denen Zusiitzen, vergleicht, so findet man fast so viel ver- 
schiedene Ansichten als Arbeiten. 

Die letztgenannte Arbeit umfasst zahlreiche Versuche 
mit verschiedenen Zusiitzen zur Schwefelsiure, um den Stick- 
stolf der zu zerst6renden Substanzen in Ammoniak zu ver- 
wandeln, und erklirt die Gunning sche Methode in der von 
Arnold angegebenen Modifieation fir die am 6ftesten zum 
Ziel ltihrende. 

Doch erhielten die Verfasser auch mit dieser Methode 
durchaus nicht i allen Fallen brauchbare Resultate. Sie 
kamen durch ihre grossen, mit den mannigfachsten Substanzen, 
welche Stickstoff auf die verschiedenste Weise gebunden ent- 
halten, und mit verschieden modificirter Versuchsanordnung 
angesteliten Versuchsreihen zu dem Schlusse, dass die An- 
wendbarkeil der Methode insofern von der Bindungsform des 
Stickstoffs abhiingig sei, dass die Schwierigkeit, den Stickstoff 
in Ammoniak tiberzufiihren, von der Entlernung der Stickstoff- 
atome im Molekiil abhiinge. 

Der Gunning’schen Modification sprechen sie viel grossere 
Verwendbarkeit zu, indem sie angeben, dass dieselbe gestatte, 
ringlormig gebundenen Stickstoff zu bestimmen, was mit der 
gewohnlichen Methode nicht moiglich ist: sie geben diesen 
Unterschied als Kennzeichen fiir die Bindungsform des Stick- 
stoffs geradezu an. 

Aus unserer Substanz waren nun mit gar keiner der am 


1) Fresenius, Jahrbuch fiir analytische Chemie. Bd. 24 (1885) 
und folgende. 

“) Fresenius, Jahrbuch fiir analytische Chemie. Bd. 31 vom 
Jahre {X92. 
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meisten empfohlenen und im Gebrauche stehenden Modificationen 
der Kjeldahlschen Methode mehr als verschwindend kleine 
Mengen von Ammoniak gebildet worden, wihrend es durch 
den deutlich positiven Ausfall der Lassaigne schen Probe 
und durch das Ergebniss der Analyse nach Dumas bewiesen 
erscheint, dass die Substanz Stickstoff enthalt. 

Nun hatte der weiter oben beschriebene Versuch auch 
vezeigt, dass der Stickstolf weder als Salpetersiiure, salpetrige 
Siiure noch in’ Form einer Cyanverbindung entwichen war, 
indem uns ein einziges Mal eine positive Reaction auf Salpeter- 
siiure nach einem Versuche in der (reinen) vorgelegten Na- 
tronlauge beobachtet wurde, welche Reaction jedoch in der- 
selben Fliissigkeit, nachdem sie einige Wochen autbewahrt 
worden, nicht mehr vorhanden war. 

Endlich wurden noch Versuche angestellt, um = festzu- 
-tellen, ob nicht ber der Zersetzung des bilifuscins mit 
rauchender Schwefelsiiure der Stickstoff als soleher abge- 
schieden wiirde, 

Zu diesen: Behufe wurden die bei der Zersetzung ge- 
bildeten Gase aufgesammelt und gasanalytisch bestimmt. Diese 
Versuche haben jedoch auch keine befriedigende Aufklirung 
eebracht, indem ber den emzelnen Versuchen verschiedene, 
jedoch niemals entsprechende oder anniihernd entsprechende 
Mengen von Stickstoff nachgewiesen werden konnten. 

Das wechselnde und zweifelhatte Ergebniss aller zum 
Zwecke der Autklirung tiber die Zersetzung des bilifuscins 
nach der Kyeldahlschen Methode angesteliten Versuche ist 
wenlg geeignet, diese Vorgiinge aufzukliiren. 

In dem Verhalten des Bilifuscins bei dessen Zersetzung 
nach Kjeldahl’s Methode liegt nun ein wichtiger Unterschied 
cegeniiber dem Bilirubin, welches, wie oben beschrieben, 
durch rauchende Schwefelsiure leicht zersetzt wird und mit 
der Analyse nach Dumas tibereinstimmende Resultate lietert. 

Indem nun das Verhallten eines Ko6rpers bei der Zer- 
setzung nach Kjeldahl Anhaltspunkte fiir die bBindungsform 
des Stickstoffs gibt, so diirfte es nicht zweifelhaft sein, dass- 
Bilirubin und Bilifuscin eine ganz verschiedene Constitution 
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besitzen, und dass das hier beschriebene Bilifuscin ein vom 
Bilifuscin Stidelers total differenter K6érper ist. 

Auch ist ja der Unterschied der Zusammensetzung be- 
deutend zwischen den beiden gleichnamigen Korpern, wobei 
bereits weiter oben auf den auffallend hohen Wasserstoff- 
gehalt bingewiesen worden ist. 

Demnach stellt sich das Bilifuscin als ein zwar nicht 
krvstallisirt erhaltener, aber durch Loslichkeit und andere be- 
schriebene physikalische Eigenschaften wohl charakterisirter, 
die Formel C,,H,,N,O,, besitzender, die gebrituchlichen Gallen- 
farbstoffreactionen nicht gebender Korper dar, dessen Stick- 
stolf derartig gebunden ist, dass er nicht durch Zersetzung 
mit rauchender Schwefelsiiure in Ammoniak iibergetiihrt werden 
kann. 

Nachdem diese Zeilen in keiner Weise als abgeschlossene 
LOsung der Aufgabe betrachtet werden kénnen, werde ich mir 
erlauben, tiber die Ergebnisse noch anzustellender Unter- 
suchungen seinerzeit zu berichten. 








Hoppe-Seyler's Zeitschrift f. physiol. Chemie. XXXI. 





Ueber Verbindungen der Eiweisskorper mit Aldehyden. 
Von 


Dr. Leo Sehwarz (Prag). 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut zu Strassburg. Neue Folge Nr. 42. 


Der Redaction zugegangen am 27. November 1900.) 


Bei der ungemeinen Reactionsfahigkeit der Aldehyde 
einerseits, der Eiweisskorper andererseits ist von vornherein 
zu erwarten, dass sie auf einander leicht einwirken. Niahere 
Angaben in dieser Richtung legen aber nur in Betreff de- 
ormaldehyds vor, der wegen seiner hohen  Desinfections- 
wirkung und seiner Fiihigkeit, Gewebe zu fixiren und in na- 
tiirlicher Fiirbung zu erhalten, besondere Aufmerksamkeit aul 
sich gelenkt hat. 

Blum!) in Frankfurt hat anscheinend zuerst die bemer- 
kenswerthe Thatsache  festgestellt, dass Eier- und Serum- 
albumin durch Zusatz von Formaldehyd seine Coagulirbarkeil 
in der Hitze einbiisst. Als weiteres Merkmal der so erhaltenen 

Methylenverbindungen der Albumine» bezeichnete er deren 
Killbarkeit dureh Siiuren, durch concentrirten Alkohol und 
durch Aceton bei erhaltener Loslichkeit auf neuerlichen Wasser- 
zusatz. Bach?) brachte bald darauf eine Bestiitigung dieser 
Angaben bei, Benedicenti’) ergiinzte sie in mehrfacher 
Richtung. Er liess Gelatine, Fibrin, Casein, Blutserum = und 
Kieralbumin liingere Zeit mit Formaldehydlosung in Beriihrung 
und constatirte titrimetrisch eine Abnahme des Formaldehyd- 
gehaltes der Losung. Die «Formaldehydproteine » waren in 


1) Diese Zeitschr.. Bd. XXII. 1896 97, 3S. 127. 
2; Archives des sciences physiques et naturelles. Bd. 3, 1897, 5. S& 
Arch. f. Physiologie 1897, 5. 219. 















































— 461 - 


wesentlichen Eigenschaften vom Ausgangsmaterial verschieden. 


So wurde Gelatine gehiirtet und unldslich, Blutserum gallertig, 
Fibrin und Casein verloren thre Quellbarkeit und wurden, 
ebenso wie auch das Eiereiweiss, unverdaulich. Durch Erhitzen 
im Dampfstrom wurde Formaldelhyd wieder abgespalten und 
die Produkte gewannen thre urspriinglichen Eigenschaften 
wieder. 

Den im Naehfolgenden mitgetheilten Versuchen lag die 
Absicht zu Grunde, tiber die chemische Natur der Eiweiss- 
aldehydverbindungen Niheres zu erfahren. Um sicher zu 
gehen, war dazu nothwendig, als Ausgangsmaterial homogene 
krystallisirte Eiweisskorper zu beniitzen und die Versuche 
nicht auf den Formaldehyd zu beschriinken. 


I. Darstellung, Eigenschaften, Zusammensetzung von 
Aldehydeiweissverbindungen. 


A. Versuche mit krystallisirtem Serumalbumin. 

“Zur Darstellung der Serumalbuminkrystalle aus Pferdeblutserum 
bediente ich mich des combinirlen Ammonsulfatschwefelsiureverfahrens, 
wie cs von Pemsel im liesigen Institute ausgearbeitet worden ist.1) 
Die mindestens einmal umkrystallisirten Serumalbuminkrystalle wurden 
in moglichst wenig destillirtem Wasser gelést und zur Entfernung des 
anhattenden Ammonsulfats ausgiebiger Dialyse unterworfen. 

1. Kinwirkung von Formaldehyd. 

In Verwendung kam das 40°/oige « Formalin» des Handels. 
Wenige Tropfen dieser Formaldehydlésung reichen bereits hin, 
um einige Cubikcentimeter der Serumalbuminl6sung beim Erhitzen 
uncoagulirbar zu machen. Man kann die Lésung beliebig lange 
im Kochen erhalten, ohne dass Triibung eintritt. Sowohl die 
gekochte, als die ungekochte Loésung bleibt beim Stehen 
unbegrenzte Zeit klar. Die Lésungen behalten ihre Un- 
gerinnbarkeit beim Wiedererhitzen bei. Concentrirte Ammon- 
sulfatlisung erzeugt Fiillung noch vor Halbsiittigung. Der 
Niederschlag ist in Wasser nicht so leicht léslich, wie aus- 
gesalzenes Serumalbumin. Doch lost er sich vollstiéndig. 


!) Siehe Krieger, Ueber die Darstellung krystallinischer thierischer 
Riweissstoffe. Inaug.-Diss. Strassburg 1898. 


30* 
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46°/oiger Alkohol, sowie absoluter Alkohol bewirken keine 
iillung.!) Nur durch Alkoholiither ist eine flockige Austallung 


zu_erzielen. Dieser Niederschlag ist nur frisch nach der 
Fillung und in’ grésserem Ueberschusse von destillirtem 
Wasser lOslich, nach einigem Stehen oder nach Aufkochen 
geht er im Wasser nicht mehr in Losung. Jedenfalls ist die 
Wasserloslichkeit des Niederschlages gering. Aceton [allt 
nur unvollkommen. Der Niederschlag ist in Wasser unloslich. 
Die Fillung durch Aceton scheint um so unvollstiandiger zu 
erfolgen, je liinger der Formaldehyd auf das Serumalbumin 
eingewirkt hat. 

Da das verwendcte Formaldehydpraparat schwach sauer 
reagirte, musste an die Méglichkeit gedacht werden, dass 
diese saure Reaction bei der Ungerinnbarkeit in der Hitze 
eine Rolle spielt. Doch bleibt die Aldehydeiweisslosung auch 
nach dem Abstumpfen der sauren Reaction ungerinnbar. 

bei einem Versuche wurde in eine Serumalbuminlésung mit Soda 
neutralisirte Formaldehydlésung in kleinen Portionen eingetragen. Nach- 
demi eine Probe noch Gerinnung gezeigt hatte, wurden weiter einige 
Cubikcentimeter Formaldehydlésung zugesetzt. Da erfolgte plotzlich diffuse 
Triibung mit nachfolgender Abscheidung eines flockigen Niederschlages. 
Dieser Niederschlag war in Wasser unléslich, er ging auch weder in 
einem Siiure- noch in einem Alkahtiberschuss in Lésung. 

Trotz wiederholter Versuche ist es spiiter nicht wieder gelungen. 
eine derartige Fiéllung zu erzielen, 

Von den weiteren Reactionen, die mit der Formaldehyd- 
serumalbuminlésung angestellt wurden, seien die folgenden 
hier angefthrte: 

Chlorcaletum, Magnesiumsulfat: kein Niederschlag. 

Kisenchlorid: Niederschlag, im Ueberschuss des Fallungs- 
mittels l6slich. 

Kupfersulfat: leichte, wolkige Triibung. 

Zinksulfat, Bleiacetat: dichte Fallung. 

Kssigsiiure-Ferrocyankalium, Sublimat, Jodquecksilber- 
kalium, Metaphosphorsiiure, Tannin: massiger Niederschlag. 


1) Auch Bach (1. ¢.) hat beobachtet, dass die Coagulirbarkeit seines 
Praparates durch Alkohol geringer war, als die des genuinen Eiweisses. 
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Kochen mit Natronlauge und Bletacetat: Briitunung, beim 
Stehen reichliche Abscheidung von Schwefelblei. 

Biuretprobe mit Kupfersulfat: Violettfirbung. 

Millon sche Reaction: positiv. 

Xanthoproteinprobe: positiy. 

Reactionen nach Moliseh, Adamkiewicz, Lieber- 
mann: negativ. 

Zahlreiche und mannigfach variirte Versuche, die Kiweiss- 
lormaldehydverbindung zur Krystallisation zu bringen, sind 
resultatlos verlaufen. Die Abscheidung erfolgte immer amorph. 

Die zur Analyse bestimmten Priparate wurden aus 
salzfreier Serumalbuminil6sung auf verschiedene Weise her- 
vestellt. Ber der ersten Serie von Priéparaten wurde sofort 
nach dem Aldehydzusatz mit Alkoholither gefiillt, der Nieder- 
schlag mit Wasser aldehydfrei gewaschen, dann nochmals mil 
Alkoholiither behandelt und schliesslich im evacuirten Exsiccator 
getrocknet. Auf die Trocknung bei 100° bis zur Gewichts- 
constanz wurde verzichtet, nachdem die Erfahrung gelehrt 
hatte, dass bei dieser Procedur nicht nur Wasser weggeht, 
sondern auch Aldehyd abgespalten wird. 

bei einer zweiten Serie von Priiparaten wurde die Alkohol- 
iitherfillung erst nach zweimonatlichem Stehen der Aldehyd- 
elweisslosungen vorgenommen, sonst wie friiher verfahren. 
Ks galt zu untersuchen, ob liingere Beriihrung des Eiweisses 
mit Aldehyd den Eintritt von Aldehydgruppen in das Eiweiss- 
molekiil begiinstigt. 

Benedicenti (l.¢.) hat niimlich bis zur Grenze von ungefiihr 
drei Wochen bei seinen titrimetrischen Bestimmungen um so weniger 
freien Formaldehyd in den Proben gefunden, je linger die verschiedenen 
liweisskorper mit dem Formaldehyd in Berthrung gewesen waren. Auch 
Murakézy1) findet, dass die Wirkung des Formaldehyds auf Fiweiss- 
kOrper bei lingerem Stehen zunehme. 

Die mit Formaldehyd hergestellten Priiparate bilden ein 
farbloses Pulver. sind auffallend schwer léslich, schwerer als 
sonst coagulirtes Eiweiss. Beim Kochen mit Natronlauge tritt 
nur allmiithlig Loésung ein unter Gelbfiirbung der Fliissigkeit. 





Jahresber. fiir Thier-Cheinie Bd. 28. fiir TSO8, Ss. 255. 
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In Eisessig und in concentrirter Schwefelsiiture erfolgt auch 
beim Erwitrmen nur mangelhafte Losung. 

Um sicher zu sein, dass den so gewonnenen Préaparaten 
kein freier Aldehyd mehr anhafte, wurde mit einem Formaldehyd- 
priiparate die Baver sche Phloroglucinsalzsdiurereaction ') zum 
Nachweise freien Formaldehyds angestellt. Die Reaction ver- 
lief negativ. Die Loésung fiirbte sich zwar beim Erwiirmen 
gelblich, aber es trat keine Triibung mit Abscheidung  gelb- 
rother Flocken ein, wie dies schon bei Gegenwart von Spuren 
von Formaldehyd der Fall ist. 

Diese Reaction weist allerdings auch gebundenen Formaldehyd, 
also die CH,-Gruppe, nach. Aber sie tritt nicht mit allen Methylenver- 
bindungen ein, z. B. nicht mit Methylenzuckersiure und Methylenwein- 
siiure2). Ebenso, wie nun hinzugefiigt werden kann, auch nicht mi! 
«Methylenserumalbumin >». 

Dass diese Bezeichnung berechtigt ist, diirfte aus der Betrach- 
tung der Analysenergebnisse hervorgehen. 


Formaldehyd-Serumalbumin. 
a) Kurze Binacirkung. 


Praiparat IL. 





Praiparat II. 








a) | by | Mittel 
C | 48,17° = 
C. | 31,38 90; 51,18 90) 51,28 ° » ~ o0 100 N 
He, 7.36 ol 9 19 0 7.39 ° 100 N = ‘ saad day C. 
nd enti N | 13,42° 


N | 14,26 9/0] 14,10 °/o) 14,18 °/o 


b) Lange Kinwirkung. 
Priparat IIL. 





a) | b) Mittel 





C | 52,01 %o 52,22 Jo | 52,12 %/o 


H | 7,33°% | 7,38°%o | 7,36% 100 N = 381 C. 


N | 14,015 | 13,88 ° 5 | 13,95 %o 


1) S. Ber. der deutschen chem. Geselisch., Bd. 5, 1872. S. 1084 
und Bd. 25, 1892, S. 3213. 

2) S. Weber und Tollens, Ber. der deutschen chem. Gesellsch.. 
Bd. 30/IIT, 1897, S. 2511. 
















































— 465 


2. Einwirkung von Acetaldehvd. 


Triigt man Acetaldehyd?) in eine Serumalbuminlo6sung ein, 
<9 entsteht zuniichst eine Triibung, die aber nicht von einer 
Fillung herriihrt, sondern von der Bildung einer Emulsion. 
beim Erwirmen nimmt die Triibung anfangs zu, bald aber 
erfolgt vollige Klirung. Die Acetaldehyd-Serumalbuminlésung 
bleibt nach dem Kochen dauernd klar, bei liingerem Stehen 
nimmt sie einen rothlichgelben Stich an. 

In den Fallungsreactionen verhalt sich die Lésung im 
\Vesentlichen wie die Formaldehyd-Serumalbuminverbindung. 
Alkohol erzeugt auch hier keine Fiillung. Der Alkoholather- 
niederschlag der aufgekochten Losung ist noch weniger wasser- 
lOslich, als der Niederschlag der nicht gekochten Losung. 

Erwihnt sei, dass die Acetaldehydverbindung sich beim 
Neutralisiren etwas anders verhalt, als die Formaldehydver- 
bindung. Stumpft man die von der sauren Reaction des 
Aldehyds her sauer reagirende Loésung mit Soda ab, so tritt, 
<obald neutrale Reaction erreicht ist, regelmiissig ein Nieder- 
schlag auf, der im geringsten Ueberschusse von Siiure sowohl 
als von Alkali mit grosser Leichtigkeit in L6sung geht. Fiir 
die Analyse wurden die Praparate mit Acetaldehyd genau so 
dargestellf, wie oben fiir Formaldehyd angegeben wurde. 
Nach dem Trocknen im Vacuum waren sie gelbroth gefarbt, 
iin Uebrigen boten sie das Verhalten der Formaldehydver- 
bindung dar. 

Die Analyse des bei kurzer Einwirkung erhaltenen 
Priparates ergab: 


Acetaldehyd-Serumalbumin. 
Priparat IV. 





a) b) Mitte] 





H | 7,34 | 728%! 731% 100 N = 413 €. 


Sas 
~~ 
— 
pa 
on 
©} 
= 
pen 
to 
1 
J 
ee 
~ 
~ 
lo 
i= 
~ 


1) Das Praparat wurde vor der Verwendung tberdestillirt. 
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Das durch lange Acetaldehydeinwirkung erhaltene 
Priiparat enthielt: 


Priparat Y. 





a) b) | Mittel 





C | 55,63 °/o | 55,35 %/o | 55,49 9/0 


H | 7.54% | 7.66% | 7.60% 100 N = 431 C. 


> 


3. Einwirkung von anderen Aldehvden. 


Propionaldehyd verhilt sich gegen Serumalbumin. fas! 
genau wie Acetaldehyd. Die mit Propionaldehyd gekochte 
Albumini6sung triibt sich beim Erkalten wieder. Die Reactionen 
der Losung und die Losungsverhiiltnisse des Alkoholiither- 
niederschlags entsprechen jenen des Acetaldehydproduktes. 

Durch Oenanthaldehyd wurde die Gerinnbarkeit des 
Serumalbumins beim Kochen nicht vollig aufgehoben. Wahyr- 
scheinlich coagulirt das Serumalbumin allein, ohne dass mil 
dem Aldehyd, der nach Massgabe seiner geringeren  Los- 
lichkeit weniger reactionstiihig ist, eme Verbindung — ein- 
cetreten wire. 

Als giinzlich unfiihig, die Gerinnung hintanzuhalten, er- 
wiesen sich Tsovaler- und Tsobulyraldehyd. Sie liefern 
eine Emulsion, aus der sich beim Erhitzen und auch beim 
Stehen Hiiutchen oder Flocken abscheiden. 

Anders verhalten sich die aromatischen Aldehyde. — bei 
Zusatz von Benz- und Salicylaldehyd zur Serumalbumin- 
lOsunge entsteht eine dichte, milchige Emulsion: beim Erhitzen 
tritt keine Coagulation ein, die Triibung wird vielmehr geringer. 
Vollige Authellung erfolgt durch Zusatz von Alkohol. Dieser 
nimmt die tiberschiissigen suspendirten Aldehydtréptchen aut. 
Die alkoholische Losune ist durch Aether fiillbar. 

Die Darstellung des zur Analyse bestimmten Praparates 
erfolete in der oben tir die Form- und Acetaldehydverbin- 
dungen angegebenen Weise mit Fillung nach nur einsttin- 
digem Stehen. Hier das Ergebniss der Doppelanalyse: 











Benzaldehyd-Serumalbumin (kurze Finwirkung 
Priparat VI. 





a) sy) Mitte! 





CG | 52.36% | 52.36% | 52.36% 
F H 6.82 %'5 6.94 85 6.88 2/5 1) N 367 € 


N 14.27 9) | 14,27 8 


y 


i. Kinfluss des Salzgehaltes auf die Bildune 
der Aldehydeiweissverbindungen. 


In der geschilderten Weise legen die Verhiiltnisse bei der Ver- 
einigung der Aldehyde mit ausdialysirtem, also salzfreiem oder wenigstens 
sehr salzarmein Serumalbumin. Brinet man hingegen eine Lésune von 
Serumalbuminkrystallen, ohne sie durch Dialyse vom Ammoniumsulfat 
befreit zu haben, mit den verschiedenen Aldehyden zusammen, so ergeben 
sich vielfaeh andere Fallungserscheinungen. Durch den Salzgehalt 
wird. wie aueh sonst zumetst. die Fillung begiinstigt. 

Schon fir den Formaldehyd ist eine Differenz erweislich. Wabh- 
rend die salzfreie Verbindune, wie betont, auch durch absoluten Alkoho! 
nicht fallbar ist. wird die salzhaltige Verbindunge bereits durch 96° oigen 
Alkohol gefallt. Ebenso bewirkt Aceton flockige Fiillung. 

Noch deutlicher sind die Unterschiede, die der Salzgehalt dey 
Lisung bewirkt. be: den anderen Aldehyden. In ammonsulfathaltiger 
serumalbuminiésung erzeugt ein grosser Ueberschuss von Acetaldehyd 
oder von Propionaldehyd Triibung, die anfangs noch beim Uimschiitteln 
verschwindet, ber weiterem Aldehydzusatz aber bestehen bleibt: schliess- 
lich fallen Flocken aus, die sich beim Erwiirmen zusammenballen. 

Benzaldehyd und Salicevlaldehyd aber erzeugen sofort, schon bei 
Zusatz weniger Tropfen zur salzhaltigen Albuminlésung, Fiillune. 


6b. Versuche mit Kieralbumin, Serumglobulin, Edestin, 
Heteroalbumose, jodirtem Eieralbumin. 
1. Kieralbumin. 

Die Coagulirbarkeit einer Lésung von  krystallisirtem 
Kieralbumin wird durch die Aldehyde nur dann aufgehoben. 
wenn die Losung salzfrei ist. Bei starkem Salzgehalt erfolgt 
auch durch Formaldehyd schon in der Kiilte Fiillung. 

Ebenso @ilt fiir das Eierklar die Aufhebung der Gerinn- 
barkeit beim Kochen durch Formaldehyd nur fiir verdiinnte 
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Losungen. Blum (lL. ¢.) und Bach (lL ¢.) haben mit solchen 
gearbeitet. Eierklar direkt mit Formaldehyd behandelt gibt 
zuniichst ein’ gelatindses Produkt, das beim Erkalten nicht 
gerinnt. Bei weiterem Zusatz entsteht schon in der Kiilte 
Triibung, durch einen grossen Ueberschuss von Formaldehyd 
bildet sich eine starre Gallerte. 

So besteht also die iilteste Angabe tiber die Wirkung 
von Formaldehyd auf Eiweiss von Trillat!) zu Recht und der 
Widerspruch mit den spiiteren Beobachtungen ist nur ein 
scheinbarer. Sie lautet: L’aldéhyde formique coagule Valbu- 
mine, avec laquelle elle donne une masse transparente ef 
Vaspect gélatineux. 

2. Serumglobutlin. 

Wenn man eine Serumglobulinldsung modglichst lange 
usdialysirt, bis nur noch so viel Ammonsulfat vorhanden, als 
zur LOsung des Globulins nothwendig ist, so zeigt sie Alde- 
hyden gegeniiber das niimliche Verhalten, wie die salzfreie 
Serumalbumintjsung. Nur nehmen die Lésungen bei langerem 
Stehen milchige Opalescenz an. 

Die salzhaltige Globulinlésung gibt mit geringen Mengen 
von Formaldehyd eine klare, hitzebestiindige Losung, aus der 
spiiter kleine Flocken ausfallen. Beim Zusatz eines Ueber- 
schusses von Formaldehyd nimmt die vorher klare Losung 
Opalescenz an, die rasch zunimmt. Innerhalb weniger Minuten 
bildet sich eine dicke Gallerte, so dass man die Eprouvette 
umstiilpen kann. Acet- und Propionaldehyd erzeugen  sofor! 
flockigen Niederschlag, Benz- und Salicylaldehyd voluminose 
iillung, 

Versetzt man Blutserum (vom Pferde) direkt mit Form- 
aldehyd, so erhiilt man eine klare Lésung, die beim Kochen 
nicht gerinnt. Nach 24stiindigem Stehen tritt jedoch = starke 
Tribung ein, und nach einigen Tagen bildet sich, wie bereits 
Benedicenti (1. ¢.) beobachtet hat, eine compacte ‘Gelatine. 
Acet- und Propionaldehyd erzeugen schon in der Kiilte massige 
Fillung und die ganze Masse wird sofort starr gallertig. 


1) Compt. rend. de VAcad. d. Sc. Bd. 114. 1892, S. 1278. 
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5. Edestin. 

Das schon krystallisirte Priparat!) wurde unter Zusatz 
von etwas Soda gelést und bheb mit neutral reagirendem 
Formaldehyd drei Tage lang stehen.*) Dann wurde mit 
Salzsiiure gefillt, der Niederschlag mit Wasser und mit 
Alkoholather chlor- und aldehvdfrei gewaschen und lufttrocken 
analysirt. 

Die Doppelbestimmung des Priparats ergab folgende 
Werthe : 

Formaldehyd-Edestin. 
Priiparat VIL. 





a) b) | Mittel 





C | 48,279 | 47.84% | 48.06% 
if 7.33 %o 744k! 0 | 7.39% 1OON = 291 C. 
N 16,50°%o | 16,52°% | = 16,51 °/o 


+. Heteroalbumose des Fibrins. 

Das mir von Herrn Dr. Pick freundlichst zur Verfiigung 
vestellte Praparat von Heteroalbumose wurde in warmem 
Wasser gelost, warm filtrirt und sofort mit Formaldehyd ver- 
<etzt. Am niichsten Tage wurde mit Alkoholither gefallt und 
der weisse flockige Niederschlag, nachdem er aldehydfrei ge- 
waschen, lufttrocken analysirt. 

Hier sei noch erwihnt, dass auch die Heteroalbumose 
gleich nach dem Zusatz von Formaldehyd ihre Fallbarkeit 
einbiisst. Beim Stehen erfolgt allerdings Tritbung, die nach 
mehreren Tagen in Coagulation iibergeht. 

Die Analyse ergab Folgendes: 

Formaldehyd-Heteroalbumose. 
Priparat VIII. 





(| 48.86 % 
H 7.49 %Jo =100N 356 C. 
N 13.71 ° 


') Priiparat der Héchster Werke. 
2) In einer stark salzhaltigen Edestinldsung entsteht ber Form- 
aldehydzusatz ein Niederschlag. 















). Jodirtes Eieralbumin. 

Von Interesse fiir die Deutung der Aldehydanlagerung 
schien die Beantwortung der Frage, ob Formaldehyd noch in 
ein Kiweissmolekil eintritt, das bereits eine andere Verbindung 
eingegangen ist. Dazu wurde ein von Herrn Professor Hof- 
meister aus krystallisirtem Eieralbumin dargestelltes Priiparat 
von Jodalbumin bentitzt. 

Das Priiparat wurde unter Zusatz von wenig Soda in 
Wasser gelost. Diese L6Osung wurde mit einer neutralen 
Formaldehydlésung versetzt und so eine Woche stehen gelassen. 
Alkohol, Aether, Ligroin erzeugen keine Fiillaung, wohl aber 
Salzsiiure. Der salzsaure Niederschlag wurde zur Entfernung 
der Salzsiiure und des Formaldehyds mit Wasser, Alkoho| 
nnd Aether gewaschen und lufttrocken analysirt. 

Die Doppelanalyse des so mit Formaldehyd behandelten 
Jodalbumins lieferte folgende Werthe: 


Priparat IX. 





a) b) Mittel 





(. | 44.83% | 44.56% | 44.70% 
I 6.77% | 6.73 %o | 6.75 ory 100 N = 337 C. 
N 13.19 °/o 13.38 95 13.29 95 


II. Chemischer Vorgang bei der Aldehydanlagerung. 


ber dem complicirten Bau der Eiweissstoffe und unserer 
unzureichenden Kenntniss desselben kénnen Vorstellungen iiber 
die Art der im Vorliegenden beschriebenen Reaction nur aul 
Wahrscheinlichkeit: Anspruch erheben. Blum hat (I. ©.) die 
Vermuthung ausgesprochen, dass der Formaldehyd, sei e- 
mit Amingruppen, sei es mit Hydroxylgruppen, unter Wasser- 
austritt in Reaction tritt, so dass Methylenverbindungen der 
Albumine resultirten. | 

Hiermit ist jedoch die Zahl der gegebenen Moglichkeite: 
bei Weitem nicht erschdpft. da der Stickstoff im Eiweiss nui 
zum Theil in Aminform, vermuthlich tiberwiegend als Imin- 














rest und in tertiiir gebundener Form!) vorhanden ist, und da 
iiberdies bei hippursiureartiger bindung -CO-NH-+CH,-CO- die 
Anlagerung des Aldehyds auch an ein dem N_ benachbartes 
(:-Atom (der CH,-Gruppe) erfolgen kann. 

Ferner ist zu beachten, dass eine einzige NII,-Gruppe 
zur Anlagerung von zwei, vielleicht von noch mehr Aldehyd- 
resten Veranlassung geben kann.?) Auch die SH-Gruppe des 
Kiweisses kénnte eine besondere Rolle spielen. 

Da die Spaltung der KEiweisskérper vorwiegend Amino- 
<iiuren der Fettreihe lefert, wird man immerhin in erster 
Reihe an Verbindungen etwa analog dem von H. Sehiff) 
dargestellten Monomethylenasparagin denken, in zweiter Reihe, 
so weit es sich um EiweisskOrper mit einer Kohlenhydrat- 
eruppe handeit, an Produkte, wie sie Tollens*) und seine 
Schiller bei der Einwirkung von Formaldehyd auf mehrwerthige 
Alkohole und Siiuren der Zuckergruppe erhalten haben. Auch 
in diesen Fiillen reagirt der Formaldehyd derart, dass sein 
Sauerstoff mit 2 H der beigemengten Korper H,O  bildet und 
Methylen, CH,, statt des Wasserstofles eintritt. 

Zur Beurtheilung dieser Méglichkeiten ist zunachst  er- 
lorderlich, ein Urtheil dariiber zu gewinnen, wie viel Aldehyd- 
gruppen in das Eiweissmolekiil eintreten und in wie weit 
daher sonstige chemische Umwandlungen im Eiweiss sich voll- 
zichen. Dariiber geben die Elementaranalysen Aufschluss. 

Da die Produkte, wie oben erwiihnt, wegen ihrer Zer- 
setzlichkeit nicht bis zur Gewichtsconstanz getrocknet wurden, 
~ondern lufttrocken analysirt sind, so ist auf den absoluten 
Gehalt an den einzelnen Elementarbestandtheilen kein Gewicht 
zu legen: denn dieser ist natiirlich durch den wechselnden 
Wassergehalt stark beeinflusst. So musste auch darauf ver- 
zichtet werden, Molekularformeln aufzustellen. Aber, worauf 
es bei der Beurtheilung, ob und wie viel Aldehydgruppen in 
1) S. Paal, Ber. d. d. chem. Ges., Bd. 29, 1896, S. 1086. 

-) S. Erlenmeyer jun., Ber. d. d. chem. Ges., Bd. 30, 1897, 5. 2896. 

3) Chemiker-Zeitung, Bd. 23, 1899, 5S. 20. 

4, S. Ber. d. d. chem. Ges., Bd. 27 11, 1894, S. 1892 und Bd. 30/11, 
IS97, S. 2510. 





























ankommt, das ist das 
Verhiltniss zwischen Stickstoff und Kohlenstoff. Es 
wurde also fiir jedes Praparat berechnet, wie viel Atome (© 
auf 100 Atome N. entfallen. 

Da eine Abspaltung von Stickstoff durch die Aldehyd- 


einwirkung nicht erfolgt, so kann der Stickstoffgehalt der ver- 


das kiweissmolekiil eingetreten sind, 


wendeten reinen Eiweisskorper zur Grundlage der weiteren 
Berechnung gemacht werden. Die Veriinderungen, die das 
Verhaltniss von N- und C-Atomen durch die Aldehydanlagerung 
erfiithrt, ist aus nachstehender Tabelle ersichtlich: 








Was. l Zu- Zahl der 
Ver- Dauer der | . nahme ein- 
Pysi wendeter darin ; om im Produkt) der C- | getretenen 
rap. | Kiweiss- N:C€ | wendeter lin- | N:-C¢ Atome | Aldehyd 
aren | Aldehyd | wirkung | : auf molekiile 
— | | | 100 N | auf 100 5 
[. Serumalbamin 10023381) Formaldehyd | sehr kurz! 100:362 |) 24 | 24 
| ae | 
I. = | m o 100 2559 nae 
HI es is | " (2 Monate | 100: 381 43 | 4S 
iy. S a | Acetaldehyd | =o kurz =| 1002415 7) | 37D 
\ : " | p 12 Monate | 100: 731} 98 | 46.5 
v1. | : : | Benmaldehyd | 1 Stunde | 100:367) 29 | 4 
’ . soo\l B | om | 
VII. | Edestin = | 10022722) Formaldehyd | 3 Tage | 100:291; 19 | 1 
VIL. | Heteroalhumose L100 : 3073)! - | 1 Tag (100:356) 49° | 49 
IX. |jodirt. Ovalhumin 100 : 3364) " | 7 Tage | 100: 337 | Es 


bei Durchsicht dieser Tabelle ergeben sich merkliche 
Verschiedenheiten je nach der Art des verwendeten Eiweiss- 
korpers und Aldehyds. Benzaldehyd reagirt ungleich triiger 
auf Serumalbumin als Acet- und Formaldehyd. Hetero- 
albumose nimmt unter gleichen Umstiinden mehr, Edestin 
weniger Formaldehyd auf, das jodirte Ovalbumin= gar 
keines: denn das gefundene Plus von 1(C entspricht einer kr- 


1) Berechnet nach Michel-Giirber, Serumalbuminkrystalle, Wirz- 
burg (Slahel), 1895 (C = 53.04, N = 15,71). 

~) Berechn. nach Ritthausen und Osborne im Mittel (G = 51,15. 
N==15,78) (s. Ref. Jahresb. f. Thierchemie Bd. 12 und 23). 

Berechnet nach Ernst P. Pick. diese Zeitschr., ‘Bd. XXVIII. 

1899, S. 219. 

1) Berechnet nach Hofmeister. diese Zeitschr.. Bd. XXIV. 1808. 
>. 169. 
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hohung des C-Procentgehaltes um nicht ganz 0,2° 0, fallt also 
innerhalb der Fehlergrenzen der Analyse. 

Zieht man nun die nach der Darstellung vergleichbaren 
Priiparate in Betracht (Serumalbumin und die beiden = ein- 
fachsten Aldehyde), so ergibt sich: 

1. dass die Zahl der eintretenden Aldehydgruppen mit 
der Dauer der Einwirkung steigt, 

2. dass bei sehr langer, maximaler Kinwirkung die Zahl 
der eingetretenen Aldehydgruppen bei beiden Aldehyden nahezu 
eleich ist (43 bezw. 46,5 Molekiile auf 100 N-Atome). 

Nach den oben entwickelten Vorstellungen diirfte die 
Anlagerung von Aldehyd mit Abspaltung einer gleichen An- 
zahl von Wassermolekiilen verkniipft sein. Da aber die Pri- 
parate wegen Gefahr der Zersetzung nur bei Zimmertem- 
peratur getrocknet werden konnten, bringen die Analysen nur 
einen kleinen Theil dieses Wasserverlustes zum Ausdruck. Sie 
zeigen aber doch, dass eine anderweitige Veriinderung im Ei- 
weissmolektil nicht Platz gegriffen hat. 

So berechnet sich unter Beniitzung der von Kurajeff!) gegebenen 
Mormel des Serumalbumins fiir das durch langdauernde Formaldehyd- 
einwirkung erhaltene Priiparat HI nach 

CaostlsgoNs5g>307 + 29 (CH,O) — 4H,O 
der Gehalt an 

¢ = 62,08, H=— 6,97, N= 14,00%e, 
wihrend im Mittel gefunden wurde: 

C = 52,12, H= 7,36, N = 13,95°)o. 

In Wirklichkeit diirfte der Wasserverlust ein viel grésserer. sein, 
als diese Gleichung besagt. 

Was den Ort der Anlagerung der Aldehydreste anlangt. 
so geht aus den gefundenen Zahlenverhiiltnissen hervor, dass 
die Anzahl der vorhandenen N-Atome, wenn sie in Form von 
Amin- resp. Imingruppen vorhanden sind, fiir die Bindung der 
Aldehydreste mehr als ausreicht. 

Damit ist freilich nicht ausgeschlossen, dass auch Hydroxyl- 
gruppen, etwa jene des Kohlenhydratcomplexes, an der Bindung 
betheiligt sind. So kann man wenigstens den oben erwiihnten 


1; Diese Zeitschr.. Bd. XXVI. 1899, 5S. 462. 
























negativen Austall der Furfurolreactionen deuten. Dieser Schluss 
ist jedoch nicht zwingend. Denn die Anwesenheit freien 
Formaldehyds im Reactionsgemenge stort diese Farbenreac- 
tionen. Formaldehyd mit ¢Naphthol und concentrirter Schwefel- 
siture allein liefert einen braunrothen Farbenton, der das 
Violett der Molisch’schen Reaction beeintrachtigt.  Zwar 
faillt auch an eimem von tiberschiissigem Formaldehyd be- 
freiten) Priiparat die Reaction negativ aus. Doch ist auch 
da die Moglichkeit) einer Beeinflussung durch Formaldehyd 
nicht ausgeschlossen, weil durch die Einwirkung der Schwetfel- 
siiture Formaldehyvd aus dem = Priiparate abgespalten werden 
diirtte. 

Beachtenswerth ist auch die Untiihigkeit des jodirten 
Mieralbumins, Aldehyd zu addiren. Man konnte daran denken, 
dass hier diejenigen Gruppen, welche zur Aufnahme des 
Aldehyds geeignet sind, durch Jod besetzt sind. Wie irrig 
eine solche Vorstellung wiire, ergibt sich sofort, wenn man 
liberlegt, dass nach Kurajeff Serumalbumin auf 58 N_ bloss 
ot Jodatome, nach meiner Analyse aber 24 Formaldehyd- 
molekiile, also die mehr als vierfache Zahl, aufzunehmen ver- 
mag. Dass die Jodirung des Eiweisses diesem die Fiahigkeit 
raubt, mit Aldehyd zu reagiren, muss sonach einen anderen 
Grund haben. 

Alles erwogen, darf man die erhaltenen Produkte woh! 
ils Methylen-, Aethylen-, Benzylidenderivate des sonst unver- 
iinderten Kiweissmolekiils ansehen, 


III. Verhalten des Methylen- und Aethylenserumalbumins gegen 
verdauende Fermente. 


Ueber den Einfluss von Formaldehyd auf die Verdauung 
von Eiweisskorpern liegen einige Angaben in der Litteratur 
vor, die nicht ganz mit einander iibereinstimmen. Nach 
Benedicenti (1. ¢.) sollen, wie schon Eingangs erwiihnt, die 
Formaldehydverbindungen aller von ihm untersuchten Eiweiss- 
kérper weder durch Pepsin, noch durch Trypsin verdaut 
werden. Die anderen Beobachter haben sich nur mit der 
Pepsinverdauung beschiaftigt. Sie finden nur eine Verzogerung 
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durch Formaldehyd, so Weigle und Merkel’) fiir Hihner- 
eiweiss und fiir die Milch, Mabery und Goldsmith?) fiir 
Fibrin, und Lepierre’) fiir verschiedene, von ihm dargestellte 
Eiweiss-Formaldehydverbindungen. 

Zunichst wurde in einem Versuche (Versuch 1) die Ein- 
wirkung von Pepsin und Trypsin auf eine mit Formaldehyd 
versetzte Serumalbuminlésung untersucht. 

Als Beweis ftir stattgehabte Verdauung diente die Biuret- 
reaction in der vollig enteiweissten Verdauungslosung. Zur 
Abscheidung des Eiweisses wurde das Verfahren von Hof- 
meister: Kochen mit Eisenchlorid und Natriumacetat nach 
genauer Neutralisation mit Natronlauge, beniitzt. 

Dabei ergab sich, dass Trypsin bei Anwesenheit von 
iiberschiissigem Formaldehyd tiberhaupt nicht zur Wirkung 
kam. Die Pepsinverdauung war zwar gehemmt, doch nicht 
ganz aufgehoben. 

Um den Einfluss freien Formaldehyds auszuschalten, 
wurde hierauf ein formaldehydfreies Praparat (Nr. Ill) der 
Verdauung unterzogen. 


Versuch 2. 


a) Methylenserumalbumin in Wasser -+ Pepsin-Salzsaure, 
b) > > >»  -+- Trypsin-Soda, 


/ 


c) und d) Kontrollprobe mit je einer Fibrinflocke. 


Da das Priparat in Wasser unlislich ist, konnte die Biuretreaction 
in der Verdauungsfliissigkeit direkt angestellt werden. Nach vier Stunden: 
Fibrinflocken in c) und d) zum Theil aufgelést, Biuretreaction stark 
positiv, aber auch bei a) ganz deutlich. Bei b) auch nach 20 Stunden 
keine Spur von Biuretfarbung. . 

Der hier ersichtliche Unterschied zwischen der tryptischen und 
der peptischen Angreifbarkeit des Methylenserumalbumins lisst sich 
weiter noch auf folgende Weise darthun: Unterwirft man den un- 
verdauten Riickstand des Trypsinversuches (2b) der Einwirkung von 
Pepsin-Salzsiure, so tritt nach wenigen Stunden in der Verdauungs- 
fliissigkeit Biuretreaction auf. 


1) Ref. Jahresber. f. Thierchemie fiir 1895, Bd. 25, S. 228. 
“) Ref. Chem. Centralbl. 1898/1, S. 69. 
3) Compt. rend. Acad. Sc. Bd. 128, 1899/1, S. 739. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XXXI. 
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Versuch 3. 

Bei analoger Versuchsanordnung, wie in Versuch 2, ergab sich fiir 
ein Praparat von Aethylenserumalbumin (Nr. V) in’ der Pepsinprobe 
deuthiche, in der Trypsinprobe eine Spur Biuretreaction. 

Das methylenisirte Kiweiss ist also tryptiseh gar nicht, 
das iithylenisirte Eiweiss fast gar nicht angegriffen worden: 
Pepsin aber war in beiden Fillen wirksam. 

In Versuch 2a) und b) und 3a) und b) liess sich am 
Schlusse der Versuchszeit in den Verdauungsfliissigkeiten eine 
Spur freien Aldehyds nachweisen, der bei der Digestion bei 
40° C. aus den Priparaten abgespalten worden war. Es war 
also noch die Moglichkeit nicht auszuschliessen, dass die 
Trypsinwirkung durch diese Spuren freien Aldehyds beein- 
trichtigt worden sein konnte. 

Deshalb wurden die Trypsinverdauungsfliissigkeiten beider 
Versuche mit Fibrinflocken beschickt und neuerlich 12 Stunden 
im )=~Wiirmschrank belassen. Die Flocken wurden verdaut, 
wenn auch schwiicher, als durch frisches Trypsin. Die Spuren 
Aldehyvd reichten also nicht hin, um die fermentative Wirk- 
~amkeit des Trypsins tiberhaupt zu unterdriicken. 

Um iiber die Bedeutung grésserer Aldehydmengen fiir 
die beiden Fermentwirkungen ein Urtheil zu gewinnen, wurde 
folgende Versuchsserie angestellt, zu der als leicht verdaubares 
Kiweiss Fibrin herangezogen wurde. 


Versuch 4 Versuchsdauer 9 Stunden. 














| Biur | TV Site 
— ; sluret- - —" | Buiuret- 
l. Pepsin-Salzsiiure . If. Trypsin-Soda 
) reaction | reaction 
{ \ 
a) Fibrin allein | positiv a) positiv 
b) Fibrin+- Formaldehyd | positiv bh) negativ 
tS wie bei I. 
C) » + Acetaldehyd positiv Cc) negativ 
d) Methylenserumalbumin — positiv d) J ‘| negativ 
(\Priiparat IV.) 





Pepsin erwies sich also in allen Proben als wirksam. 
Es waren nur zeitliche Differenzen zu constatiren. Probe I a). 
}e) und Id) zeigten schon nach 4 Stunden Biuretreaction, 
Ib) erst nach 9 Stunden. Durch Acetaldehyd wurde also der 
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zeitliche Ablaut der Pepsinverdauung des Fibrins nicht ge- 
hemmt, sondern nur durch Formaldehyd. Hingegen  beein- 
triichtigt nicht nur Formaldehyd, sondern auch Acetaldehyd 
die Trypsinverdauung des Fibrins. Nach 9 Stunden war die 
Biuretprobe bei Ib) und e¢) negativ, erst nach 24 Stunden 
zeigte sich bei ce) eine Spur Biuretreaction. 

Die Thatsache, dass auch die aldehydfreien Priparate 
yon Trypsin nicht angegriffen werden, liasst fiir die Fibrin- 
versuche noch die Deutung zu, dass durch die Aldehyde nicht 
eigentlich das Trypsin direkt in seiner Wirksamkeit gehemmt 
wird, sondern dass sich wiihrend des Versuches eine Aldehyd- 
librinverbindung bildet, die dann gegen Trypsin resistent ist. 

Um diesem Einwande zu begegnen, wurde in einem 
anschliessenden Versuche die Fibrinflocke, nicht wie friiher, 
direkt in Wasser, dem einige Tropfen Formaldehyd zugesetzt 
waren, eingebracht, sondern in einer Atmosphiire von Form- 
aldehyddiimpfen der Trypsinwirkung ausgesetzt. 

Auch bei dieser Versuchsanordnung, bei der die Ent- 
stehung ciner” Fibrinformaldehydverbindung recht  unwalu- 
scheinlich ist, erwies sich das Trypsin als unwirksam. 

Uebrigens steht dieser befund, dass die beiden Aldehyde 
die Trypsineinwirkung hemmen oder aufheben, die peptische 
Verdauung aber kaum beeinflussen, in bestem Einklange mif 
Beobachtungen, die in einer erst nach Abschluss meiner Ver- 
suche erschienenen Arbeit von bliss und Novy?) mitgetheilt 
sind. Diese Autoren haben bei einer systematischen Unter- 
suchung des Einflusses von Formaldehyd auf Enzyme gefunden, 
dass Trypsin durch Formaldehyd leicht zerst6ért wird, Pepsin 
aber bis zu 5°/o Formaldehyd wochenlang vertrigt. 

Die Schlussfolgerungen, die sich aus den mitgetheilten 
Verdauungsversuchen ableiten lassen, sind etwa folgende: 

Die Trypsinverdauung wird durch Formaldehyd gehemmt 
oder aufgehoben, durch Acetaldehyd beeintrichtigt. Die Un- 
angreifbarkeit der Aldehydeiweissverbindungen fiir Trypsin 
hiingt aber nicht von diesem Umstande ab, da die Spuren 


1) Ref. Centralbl. f. Physiol., Bd. 13, 1899, 5. 144. 
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Aldehyd, die bei der Verdauung von solchen Verbindungen 
nach und nach frei werden, nicht zur totalen Aufhebung der 
Trypsinwirkung geniigen. 

Vielmehr scheint durch die Methylenisirung bezw. Aethyle- 
nisirung der Angriffspunkt fiir das Trypsin besetzt zu sein, 
sodass es nicht mehr einwirken kann. Aus der Thatsache, 
dass die Pepsinverdauung erhalten bleibt, lasst sich vermuthen, 
dass entweder der Angriff des Eiweissmolekiils durch Pepsin 
an anderer Stelle erfolgt als durch Trypsin, oder dass bei 
der Pepsinverdauung die Salzsiure die besetzten Stellen durch 
Aldehydabspaltung frei macht. 

Fasst man ins Auge, dass die Spaltung der Eiweisskorper 
im Ganzen und Grossen durch Pepsin und Trypsin in gleichem 
Sinne erfolgt, imsbesondere aber, dass die Versuche von 
Kurajeff (l.¢.) und von Dr. F. Baum!) im hiesigen Institute 
sehr wahrscheinlich gemacht haben, dass im ersten Beginn 
der Spaltung, bei der Bildung der primiéren Albumosen, nur 
Verschiedenheiten in Betreff des zeitlichen Verlaufes, nicht 
aber der gebildeten Produkte bestehen, so wird man der zuletzt 
angefiihrten Vorstellung den Vorzug geben. 


1, Noch nicht publicirte Versuche, 

















Beitrage zur Kenntniss der elementaren Zusammensetzung und 
Verbrennungswarme der Muskelsubstanz verschiedener 
Thiere. 

Von 
Dr. A. Kohler. 


Aus der Konigl. landwirthschaftlichen Versuchsstation su Mickern.) 


Der Redaction zugegangen am 4. Dezember 1900. 


Mit der Ermittelung der elementaren Zusammensetzung 
und des Warmewerthes des Muskelfleisches unserer Nutzthiere 
haben sich trotz der Wichtigkeit des Gegenstandes fiir die 
Krnahrungsphysiologie bis jetzt wenige Forscher  befasst. 
Kk. Pfliger!) konnte noch im Jahre 1892 in einer kritischen 
besprechung tiber Erniihrungsversuche, welche von Petten- 
kofer und Voit ausgefiihrt worden sind, unter Kapitel «Fleisch 
bemerken: «Bei dem heutigen Standpunkt der Wissenschaft 
sind wir auf zwei Analysen angewiesen, von denen die eine 
von Rubner,?) die andere von Stohmann und Lang- 
bein®) ausgefiihrt wurde: Die Zusammensetzung des entfetteten 
trockenen Ochsenfleisches ist hiernach» : 


Stohmann und Langbein: Rubner: 
Kohlenstoff. .......- 49,25 DO,46 
Wasserstoff. ....... 6,91 7.6 
wticnstOm.. . 1 «ss =~ » « S588 15.4 
Sauerstoff und schwefel. . 23,03 2(),97 
DOGG: sc Ee ee ES 5,32 5D 

100,00 99,93 


l) Pfliiger’s Arch. 1892, Bd. 52, 247. 
Zeitschr. f. Biol. 1885, Bd. 21, 312. 
’) Journ. f. prakt. Chem. 1891, N. F.. Bd. 446. 364 
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Kingehendere Untersuchungen tiber die elementare Zu- 
~ummensetzung des Ochsenfleisches stellten 1894 P. Argu- 
tinsky!) und spiiter Berthelot?) an. Argutinsky fand 
lolgende Mittelzahlen fiir das entfettete Ochsenfleisch: 


ROMenetGn « « 4 ww «aw aces BES 
RIMEMOE «as 4 +. x * oars we BBB 
WaSSCTSION . « « «s+ @ &@ 6.9 
Sauerstoff und Schwefel . . . 23.0 
RO. 6 we te we DT os Aes 5,2 

100,00 


Trotzdem ist die Kenntniss tiber die elementare Zu- 
sammensetzung des Fleisches noch nicht sicher gestellt, zumal 
Untersuchungen von C. Dormeyver*) mit Sicherheit den Be- 
weis erbrachten, dass gepulvertes Muskelfleisch mit Hiilfe der 
einfachen Aetherextractionsmethode nach Soxhlet nicht fett- 
frei zu bekommen ist. Aus den bisher in Betracht kommen- 
den Untersuchungen tiber die Zusammensetzung des Fleisches 
geht hervor, dass mit Aether liingere oder kiirzere Zeit ex- 
trahirte Fleischpulver — also keine fettfreien — zur Analyse 
benutzt worden sind. Dormeyer?) ermittelte nachtraglich in 
den von Argutinsky benutzten Fleischpulvern noch einen 
erheblichen Fettgehalt. Derselbe stellte ferner mit Hilfe der 
von ihm erprobten Verdauungsmethode fest, dass ein Fleisch- 
pulver, welches monatelang mit Aether extrahirt und da- 
zwischen verschiedene Male im Morser pulverisirt worden war, 
im Durchschnitt noch 0,75°'o Fett enthielt.5) Drei weitere 
von demselben Forscher in aéhnlicher Weise mit Aether be- 
handelte Fleischproben einer spiiteren Untersuchung enthielten 
noch O,88 °/o, O81 °/o, O84 %/o Fett. %) 

Die bestehende Unsicherheit tiber die elementare Zu- 
sammensetzung des Fleisches war Veranlassung, Untersuchungen 

1) Pfliiger’s Arch. 1894, Bd. 4d, 545. 

2) M. Berthelot, Chaleur Animale. Principes chim. de la Pro- 
duction de la chaleur chez les ¢tres vivants. Paris. Masson et Cie. 

3) Pfliiger’s Arch. 1895, Bd. 61, 341, und ebend. 1897, Bd. 63, 90. 

4, Ebend, 1900. Bd. 79. 567. 

5) Ebend. 1895. Bd. 61, 342. 

') Ebend. 1897, Bd. 65. 97. 
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von Fleisch verschiedener Thiere zur Gewinnung mdglichst 


einwandsfreier Fleischanalysen vorzunehmen, und wurde dazu 
Fleisch vom Rind, Kaninchen, Hammel, Pferd, Schwein und 
Huhn benutzt. 

Die Dormever schen Angaben beziiglich der Entfettung 
des Fleischpulvers mittelst der Aetherextractionsmethode galt 
es zuniichst zu priifen. Bei Bestiitigung seiner Versuchs- 
ergebnisse ergab sich fiir mich die Nothwendigkeit, das durch 
Aether aus den Fleischpulvern nicht extrahirbare Fett mit 
Hilfe der Dormever schen Verdauungsmethode zu bestimmen 
und dieses bei der Berechnung auf C, H, N, S und Warme- 
werth zu beriicksichtigen. 

Im Folgenden gebe ich das Wesentlichste tiber Zu- 
bereitung und Trocknen des frischen Fleisches, Entfetten und 
Zerkleinern desselben in getrocknetem Zustande wieder. 

Die Fleischproben wurden in einer grésseren Schlachteret 
unmittelbar nach Schlachtung der betreffenden Thiere ge- 
nommen und ohne grossen Zeitverlust in gut schliessenden 
Glasbiichsen nach dem Laboratorium gebracht, wo das Fleisch, 
nachdem es moglichst schnell von den sichtbar anhaftenden 
Fett- und Sehnentheilen befreit worden war, mit einem scharfen 
Hackmesser auf einem glatt gehobelten Hackbrett aus Eichen- 
holz zu einem feinen Brei zerkleinert wurde. Wihrend nun 
Argutinsky diesen Fleischbrei in evacuirten Exsiccatoren 
liber Schwefelsiure ohne Zersetzungserscheinungen trocknete, 
musste ich von diesem Verfahren absehen, weil muir ver- 
schiedene nach der Argutinsky schen Weise zum ‘Trocknen 
angesetzte Fleischproben verdarben. Die Exsiccatoren konnten 
mit Hilfe unserer Saug- und Wasserstrahlpumpen nicht ge- 
nigend evacuirt werden. Unter diesen Umstiinden musste zum 
Trocknen des Fleischbreies durch Erhitzen desselben = ge- 
schritten werden. Hohe Temperaturen waren dabei zu ver- 
meiden, um durch zu grosse Wiirme Zersetzungserscheinungen 
moglichst zu verhindern. 

In dem Soxhlet schen Trockenschranke') bot sich muir 


1) Zeitschr. f. angew. Chem. 1891, 3. 365. 
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ein Apparat, der es ermodglichte, den Fleischbrei bei verhiilt- 
nissmissig niedriger Temperatur schnell zu trocknen. Be- 
kanntlich zeichnet sich dieser Trockenschrank durch eine hohe 
Ventilation aus. Indem bestindig ein warmer Luftstrom tiber 


die zu trocknende Substanz, welche in flachen Glasschalen 
moOglichst diinn ausgebreitet liegt, hinwegstreicht, ist dieser 
Trockenapparat nach den Angaben des Erfinders in der 
schnelligkeit der Trocknung jedem Vacuumtrockenapparate 
liberlegen. . Ich stellte den Trockenschrank auf 55° C. ein 
und trocknete bei dieser Temperatur simmtliche Fleischproben. 
ln der Regel wurden von einer Fleischprobe gleichzeitig vier 
Portionen zu je 30 bis 40 ¢ in flachen Glasschalen angesetzt, 
so dass mit wenig Ausnahmen durchnittlich fiir eme Analysir- 
probe 120—-160 ¢ frischen Fleisches in Anwendung kamen. 
Nach 2 bis 3 Stunden war der Fleischbrei an der Oberfliche 
trocken und zu einem dunkelrothen, bisweilen auch braun ge- 
fiirbten Kuchen zusammengebacken. Letzterer wurde hieraul 
gewendet, um die unteren noch feuchten Stellen desselben 
dem warmen Luftstrome auszusetzen. Nach 6 bis 8 Stunden 
waren die Fleischmassen trocken, d. h. von der Hauptmenge 
Wasser befreit. 

Das Trocknen der Proben bis zum constanten Gewichte 
erfolgte in evacuirten Exsiccatoren tiber Schwefelsiiure, wobei 
nach 8—14 Tagen eine Gewichtsabnahme nicht mehr. statt- 
fand. Auf diese Weise wurde die Trockensubstanz des 
frischen Fleisches  festgestellt mit der Gewissheit, dass 
stOrende Zersetzungen tiberhaupt vermieden worden waren. 

Fir die Entfettung wurde das trockene Fleisch zu- 
niichst nur grob zerkleinert. Begierig saugt es hierbei Wasser 
auf und wurde deshalb vor der Behandlung mit Aether in 
Extractionspatronen im evacuirten Exsiceator bis zum = con- 
stanten Gewichte getrocknet. Sobald dieses erreicht war, 
wurde ein mit Hebervorrichtung versehener Soxhiet scher 
Extractionsapparat, bei dem = siimmtliche Theile, Glas auf Glas. 
eingeschiilien waren, bereit gehalten, der Exsiccator schnell 
gedlfnet und die mit Fleischpulver gefiillte Patrone sofort in 
den Extractionsapparat eingefihrt. Um ein Kindringen von 





















Wasserdaimpfen in den Apparat zu verhindern, war dem Kiihler 
ein mit Chlorcalcium  gefiilltes Rohr aufgesetzt worden. Der 
zur Extraction benutzte Aether wurde iiber Kalk und dann 
iiber Natrium getrocknet. Durch die Untersuchungen Dor- 
meyers veranlasst, extrahirte ich das Fleischpulver ohne 
Unterbrechung 96 Stunden (I. Extraction). Hierbei wurde der 
Fleischsubstanz die Hauptmenge an Fett entzogen und letzteres 
als Rohfett bestimmt. Das so entfettete Fleischpulver wurde 
im Morser fein zerrieben und durch ein 0,5 mm-Sieb abge- 
siebt. Die im Sieb in geringen Mengen zuriickbleibenden 
faserigen Reste wurden mit der Secheere fein zerkleinert und 
dem iibrigen Fleischpulver wieder zugefiigt. Dasselbe wurde 
wieder in die Soxhlet’ sche Extractionspatrone gebracht, bis 
zum constanten Gewichte getrocknet und abermals 96 Stunden 
mit wasserfreiem Aether extrahirt (Il. Extraction). 

Der zweiten Extraction folgten eine HI., 1V. und V., wobei 
jedesmal die Muskelsubstanz vorher im Morser zerrieben wurde. 
Die Hauptmenge Fett wurde, wie schon oben gesagt, dem 
Fleisch bei der ersten Extraction entzogen, doch wurden selbst 
her der V. Extraction noch geringe Fettmengen erhalten, 
deren Gewicht aus folgenden Beispielen zu ersehen ist: 








Ochsenfleisch Kaninchenfleisch 
| naies 7s Fett Angew. Tr. 5. | Fett 
i aqauer | _ | - ” } ss 

| : . : : 

I. Extraction! 96 St. 12.7645 | — 0,4610 19.5115 | 0.3926 
II. ” Foote | 0.0170 0.0124 
HL. | 0.0092 | 0.0108 
LV. ” 1. | | 0.0040 | 0.0050 
V ar | 0,0032 — 0,0064 

Summa. . [480 St. ia a 





Da die Fettmengen bei den Extractionen der iibrigen 
Mleischproben in iihnlicher Weise abnehmen und nach einer 
t8Ostiindigen Extractionsdauer nicht verschwinden, so durfte 
ich diese Thatsachen als Bestiitigung der Dormeyer’schen 





Versuchsergebnisse') beziiglich der Entfettung der trockenen 
Muskelsubstanzen auffassen, 

Getrocknetes und fein zerkleinertes Muskel- 
fleisch ist mittelst der Aetherextractionsmethode 
selbst nach wochen- und monatelangem Extrahiren 
nicht fettfrei zu erhalten. 

Was Entfetten der Fleischproben wurde deswegen nach 
der V. Aetherextraction als zeitraubend und nicht zum Ziele 
fiihrend eingestellt. Das Fett, welches dann noch in den Fleisch- 
pulvern enthalten war, wurde mittelst der Dormeyer schen 
Verdauungsmethode?) bestimmt und = spiater fiir C, H, N, 8 
und Wiirmewerth in Anrechnung gebracht. 

Die Fleischproben wurden in den sich anschliessenden 
Untersuchungen nicht im getrockneten  (Trockensubstanz), 
sondern im lufttrockenen Zustande benutzt, nachdem ich mich, 
durch die Angaben von Argutinsky*) veranlasst, von der 
hochgradigen hygroskopischen Eigenschaft der getrockneten 
und fein zerriebenen Muskelpulver tiberzeugt hatte. Beim 
Abwiigen, Pressen der Fleischsubstanz zu Bloécken fiir die 
calorimetrischen Untersuchungen z. B. mitissen unter allen 
li’mstiinden bei Anwendung der Fleischtrockensubstanz in das 
Gewicht fallende Fehler eintreten, weil hierbei eine linger 
Beriihrung der trockenen Substanz mit der wasserhaltigen 
Luft nicht zu vermeiden ist. Ich less deshalb durch 
2—$tiigiges Stehen der trockenen Fleischpulver in offenen 
(ilasbiichsen dieselben sich mit Wasser siittigen. Bei der 
hygroskopischen Beschaffenheit des Materials hatte in dieser 
Zeit eine derartige Wasseraufnahme stattgefunden, dass _ die 
Substanzen als lufttrocken betrachtet werden konnten. Durch 
liingeres Stehenlassen der Proben wurden auffallende Gewichts- 
zunahmen nicht mehr beobachtet. 

Grundbedingung fiir siimmtliche analytische Ausftihrungen 
und Berechnungen war die genaue Bestimmung der Trocken- 


! Dormeyer extrahirte 900—LOOO Stunden. 


2) Pfliiger’s Arch. 1897, 65, 102. 


Fbhend., 1894, 35. 352. 













































substanz., Ca. 1—2 g der lufttrockenen Fleischpulver wurden 
x—10 Stunden im Trockenschranke genau bei 100° C. ge- 
trocknet, wobei fast in allen Fiillen ein constantes Gewicht 
erreicht wurde. Liingeres Erhitzen der angewandten Substanz- 
mengen hatte einen Gewichtsverlust nicht mehr zur Folge. 

Die Kohlenstoffbestimmung wurde durch Verbrennung 
im geschlossenen Rohre mit chromsaurem Blei ausgetiihrt. 
Dies geschah deshalb, weil bei Verbrennungen von Fleisch- 
substanzen, die ich anfangs im offenen Rohre und im Sauer- 
stoffstrome vollzog, minimale Kohlenreste im Schiffchen zuriick- 
blieben. Diese Erscheinung wird durch die Fleischasche, 
welche als Schmelze kleinere Kohlentheilchen umgibt, verur- 
sacht. Aus diesem Grunde fiihrte ich im offenen Rohre nur 
die Wasserstoffbestimmung aus. 

Der Stickstoff wurde nach der Kjeldahl schen Methode 
bestimmt. Besondere Aufmerksamkeit wurde darauf gerichtet, 
dass vor dem Erhitzen eine innige Mischung der Substanz 
mit der Schwefelsiure stattgefunden hatte. 

Zur Schwefelbestimmung wurden 1—1,5 g der Sub- 
stanz mit 25 ccm. rauchender Salpetersiiure im zugeschmolzenen 
Rohre 8 Stunden bei 200° C im Kanonenofen erhitzt. Der 
Inhalt der Réhre wurde hierauf in eine Abdampfschale gespiilt 
und die Salpetersiiure auf dem Wasserbade vertrieben. Den 
lrockenen Riickstand nahm ich mit etwa 100 ccm. Wasser 
auf, machte die Lésung schwach salzsauer und fallte in der 
Wirme die Schwefelsiiture unter Zufiigen einer Chlorbaryvum- 
lOsung aus. 

Bei der Aschenbestimmung verfuhr ich genau nach 
den Angaben von Argutinsky.') Die zu veraschende Muskel- 
substanz (1—1,5 g) wurde im Platintiegel anfangs dausserst 
schwach erhitzt, so dass die Substanz nur wenig rauchte und 
sich allmiihlich braun bis dunkelbraun, zuletzt schwarz farbte. 
Nach tagelangem, vorsichtigem Erhitzen erhielt ich unter 
Ofterem Zerreiben der verkohlten Fleischmasse eine reine 
weisse Asche. Zu diesem Resultate gelangt man jedoch nur 


1) Pfliiger’s Arch. 1894, 53d, 303. 
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dann, wenn die Erhitzung allméhlich erfolgt und nicht so 
stark gesteigert wird, dass die Fleischsubstanz zu einer pech- 
artigen, schwarzen Masse zusammenschmilzt. 

Die Fettbestimmung wurde in den mit Aether 480 
Stunden extrahirten Muskelpulvern nach der Dormever schen 
Verdauungsmethode') ausgefiihrt. Zur Darstellung der Pepsin- 
losung benutzte ich ein Pepsinpriiparat, das in unserem Labo- 
ratorium schon zu Verdauungsversuchen gedient hatte und 
fiir diese Zwecke als wirksam befunden worden war. Ca. 20 ¢ 
dieser Substanz waren mit Aether bis zur volligen Erschopfung 
an Aetherextract im Soxhletapparat extrahirt worden. Von 
diesem fettfreien Priiparate loste ich 1 g in 500 ccm. 1°/oiger 
Salzsiure und nahm zu einem Verdauungsversuche fiir 1 ¢ 
Fleischpulver 150 ccm. dieser Lésung. Nach wenigen Stunden 
war bei 37—38° C. die Fleischsubstanz bis auf geringe 
Mengen eines flockigen Korpers gelést. Es wurde abfiltrir! 
und das Filtrat 5——6 mal im Scheidetrichter mit je 120—150cem. 
Aether ausgeschiittelt. Der flockige K6érper wurde nebs! 
Filter im Soxhletapparat einer Extraction unterworfen.  Beide 
Aethermengen wurden vereinigt und gaben nach dem Ver- 
dampfen des Aethers die Fettmenge fiir 1 g der angewandte 
Substanz. 

Um die Gewissheit zu haben, dass  nennenswerthe 
Extractmengen aus der reinen, salzsauren Pepsinlésung mil 
Aether nicht ausgezogen werden konnten, wurden 150 ccm. 
derselben 5 —6 mal mit je 120—150 ccm. Aether ausge- 
schiittelt. Bei diesem Versuche wurden 0,0003  ¢ Aether- 
extract erhalten. 

Der Wiirmewerth der Fleischsubstanzen wurde au 
calorimetrischem Wege nach dem von Berthelot?) zuerst 
angegebenen Verfahren mit Hilfe der Mahler’schen Bombe 
ermittelt. Eingehendere Untersuchungen iiber den Energie- 
inhalt der verschiedensten Stoffe fiihrten spaiter F. Stohmann 
und ©. Kellner aus. Das hierbei in Anwendung kommende 


1) Pfliiger’s Arch, 1897, 65, 162. 
2) Ann. d. Chim. 6. Bd... 546. 10. Bd.. 433 u. 13. Bd.. 289. 
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Verfahren ist von den genannten Forschern wiederholt aus- 
fiihrlich beschrieben!) worden und wird deshalb an dieser 
Stelle von einer nochmaligen Beschreibung desselben  ab- 
gesehen. 

Im Folgenden sind die ftir unsere Fleischproben  ge- 
fundenen Analysenresultate zusammengestellt. 


Nr. I. 
Fleisch vom Halsmuskel eines jungen Ochsen. 


a) Trockensubstanz des frischen Fleisches: 
|. 30,9075 g frisch = 7,2780, trocken == 23,55°/o Tr.-S. | Mittel : 
2.261398 » » =6,1574 > ==23,56% » » J 23.56%. 
b) Trockensubstanz und Wasser der lufttrockenen Substanz : 
Mittel : 
90,52 °/o Tr.-S. 
9,48 9) HO. 


1. 0,9435 g lufttr. S. = 0,8533 Tr.-S. = 90,44% Tr.-S. | 
>. 0,7162 » > >» == (),6488 > = 90,59 > 


c) Asche in der Trockensubstanz: 
|. 0,9435 g lufttr. S. = 0,8533 Tr.-S. enth. 0,0454 Asche = 5,32 °/o \ Mittel: 
2.0.7162> >» » =0,6488 > > 0,0343 >» = 5,29%o $531 Jo. 
d) Fett in der afr. Trockensubstanz: 
l. 1g lufttr. S. = 0,9052 Tr.-S. = 0,8571 afr. Tr.-S. enth. 0,0079 Fett = 0,92 °/o 
2, 1¢ 4 =0,9052 » =0,8571 >» » > 00,0079 » ==0,92% 
Mittel: 0,92°%o Fett i. d. Tr-S. 


e) Elementarzusammensetzung der afr. Trockensubstanz : 


I. Il. Mittel 

Kohlenstoff 2) 52,81 52,86 52,84 

Wasserstoff 72% 7,29 7,23 

Stickstoff 16,44 16,38 16,41 

Schwefel 0,54 _ 0.54 

Sauerstoff ~- a 22,98 

100,00 

f) Warmewerth der afr. Trockensubstanz : 
L. 0.9990 lufttr. S. = 0,9043 Tr.-S. = 0,8563 afr. Tr.-S. = 4884,9 cal. 
lg » > = 57047 

2. 0.9990 > = (),9043 > = (),8563 >» - = 4870,7 >» 
a >» == 56881 > 


Mittel: 5696,4 cal. f. 1 g afr. Tr.-S. 


i) Stohmann, Journ. f. prakt. Chem. N. F. 39. Bd., 1889, 503 und 
‘9. Bd., 99. — Berthelot, Prakt. Anl. z. Ausfiihrung thermochem. 
Messungen, 1893, S. 76. — O. Kellner, Landw. Versuchsst. 1896, 47, 292. 
*) Die Analysenbelege sind in den Schlusstabellen niedergelegt. 
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Nr. Il. 
Fleisch vom Hinterschenkel desselben Thieres. 


a) Trockensubstanz des frischen Fleisches: 


1. 24.6388 frisch — 7.2882 trocken = 24,59 %o lees 

eo ta0% : sent Mittel: 24,56 °/o, 
9 BIWBRE > 7.8802 - 24.52% J | 

4, Trockensubstanz und Wasser der lufttrockenen Substanz: 
1. 1.5358 lufttr. S. = 1.3926 Tr.-s. 40,68 °/o Mittel 90,69 °/o Tr.-S. 
WIILLEL: 
2, OS8828 » = 0,8006 » == 90,69%o f 9,31°/o H,O. 
c) Asche in der Trockensubstanz: 

I. 21,5558 lutttr. S. == 1,5926 Tr.-s. enth. 0,0747 Asche == 5,36°o ) Mittel: 
2. O.SS828 O.SO006 » 0.0450 » == §.62 */o 9,49 9/0, 
d) Fett in der afr. Trockensubstanz: 

L. Ie lufttr. 5S. — 0,9069 Tr.-S. =0,8971 afr. Tr.-S. enth. 0,0022 Fett = 0,27 °/o 
2.14 0.9069» == 0,8571 > > 0,0024 » == 0,27% 

Mittel: 0,27 %/o. 
e, Klementarzusammensetzung der afr. Trockensubstanz : 
g Il. Il. lV. Mitte! 
Kohlenstoff 92,92 52,94. — — 52,93 
Wasserstoff 7 AO 7,15 ~— — y fe 
Stickstoff 16,41 16.55 16,49 16,59 16,51 
Schwefel 0.46 0.46 sige — 0.46 
Sauerstolt ;, — — 22. 98 
100,00 
f) Warmewerth der afr. Trockensubstanz : 
1. 0.9970 luftfr. S. == 0,9042 Tr.-S. = 0,8546 afr. Tr.-S. == 4902,4 cal. 
1 g » = 5/36,5 » 
2. 0.9973 , - 0.9045 = 0.8548 . =: 4917.8 
g > =- B763,3 >: 
Mittel: 5744,9 cal. f. 1g afr. Tr.-5. 
Nr. Ill. 
Fleisch vom Hinterschenkel einer Kuh (A). 
a) Trockensubstanz des frischen Fleisches: 
1. 25.6670 frisch — 5.8675 trocken 22 86 Jo ; 
ae sot se, § Mittel: 22,87 %. 
2. 29,0948 , == 6.6535 == 22.87 °/o 
4, Trockensubstanz und Wasser der lufttrockenen Substanz: 
1. 1,2914 lafttr. S. = 1,1975 Tr.-5. = 92,73 %e Mittel 92,69 °/o Tr.-S. 
adi ine is Mitel: ...., 
2. 1.1544 > 1.0696 * == 92,65 °/o 7,31° 0 H,0. 
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ce Asche in der Trockensubstanz : 
- Jufttr. Ss. == 1.1975 Tr.-s. enth. 0.0644 Asche 5.38 %'o Mittel: 


5.39%. 


2Y 


2914 
L544 = 1.0696 . - 0.0576 7.39% 
d) Fett in der afr. Trockensubstanz : 
1 ¢ lufttr. Ss. = 0,9269 Tr.-S. = 0,8769 afr. Tr.-S. enth. 0,0039 Fett =0,44° » 
1» —. 0.9269 » ==0.8769 » OO042 » - 0,48 8s 
Mittel: 0.46 8%. 
e) Flementarzusammensetzung der afr. Trockensubstanz: 


I. If. Ui. Mittel 


Kohlenstoff §2.22 . — 2,22 
Wasserstoft 7.19 - _- 7,19 
Stickstoff 16,63 16,55 16.59 16,59 
Schwefel ODS 0.58 O58 
sauerstoff — — — 23,42 

100,00 


f) Warmewerth der afr. Trockensubstanz: 


0,9860 lufttr. S. = 0,9139 Tr.-S. = 0.8646 afr. Tr.-S. = 4893,04 cal. 
lg > > 5659.3 > 
0.9854 . 09154 >» = 0,8642 > = 4887.5» 
l ¢ > > DODDD > 


Mittel: 5657,4 cal. f. 1 ¢ afr. Tr.-S. 


Nr. IV. 
Fleisch vom Hinterschenkel einer Kuh (8). 


a) Trockensubstanz des frischen Fleisches: 


38,2730 frisch == 8,6178 trocken == 22,51" 

38.9535 » == 8,7882 > == 22.56 °/o | . 

44,111 i pom 9, 2764 ‘ — 9956 Fy Mittel: 22,55 °o. 
37,1 136 » =e 8 3621 > ==> 22.53 0 0 | 


6) Trockensubstanz und Wasser der lufttrockenen Substanz: 

6356 lufttr. 5. = 1,5282 Tr.-5. = 93,18° | Mittel 93,08 °/o Tr.-S. 
anal Mittel: 

4338 5 = 11,2497 >) = 93.03% f° 6,92%HO 


‘ 
+? 


c) Asche in der Trockensubstanz: 


1,6356 lufttr. S. == 1.5232 Tr.-S. enth. 0.0808 Asche = 5.30° o ) Mittel : 
13433 » =19497 > » 00668 » ==5,34% | 532% 


d) Fett in der afr. Trockensubstanz. 


. 1g tufttr. S. = 0.9308 Tr.-S. = 0.8813 afr.Tr.-S.enth. 0.0076 Fett =0.86° o 
~1> . = (1.9308 >» > O.SSL3 . > O0070 » =0,79%>o 


Mittel: O.83°'. 






































[. 
Kohlenstoff 2,82 
Wasserstoff 7,18 
Stickstoff 16,71 
Schwefel 0.50 


2. 1,5738 > = 14475 


1. 1.3597 lufttr. S. = 


1,25 
1.5738 - 1.44 


I. 
Kohlenstoff 3,07 
Wasserstoff 7,20 
Stickstoff 16,52 
Schwefel 0.53 


Sauerstoff 


—_—_—— 


90 — 


II. IT]. IV. 
|2,70 — — 
7.08 — — 
16,78 1.80 16.80 
0,50 — — 


— 91.96% Mittel : 


¢) Asche in der Trockensubstanz: 

(2517 Tr.-S. enth. 9,0664 Asche = 5,30 ° 
, ‘ 

t 


+) Elementarzusammensetzung der afr. Trockensubstanz: 


Mitte] 
52.76 
4,40 
16.77 
0,50 


22,84 


100,00 


a9D2.6 eal, 


- 5711.5 


5933.8 
D697 .4 > 


sauerstoff — — —_ 

f) Warmewerth der afr. Trockensubstanz: 
1. 1,1826 lufttr. S. = 1.1008 Tr. S. = 1.0422 afr. Tr.-S. = 

1g > 
2. 1.1818 > = 1.1000 = 1.0415 > — 
Mittel: 5704.5 cal. f. tg afr. Tr.-S. 
Nr. V. 

Fleisch (Rippenstiick) vom Schwein A. 

«) Trockensubstanz des frischen Fleisches: 
1. 31.7115 frisch — 8,0715 trocken == 25,45 °/o 
2. 36,9702 > Q4BA0 > == 25,52 /o ™ aie 
3. 29,0220» 7TAIV2 > 25,56?» | Mittel: 25,5 %/o Tr.-8. 
1. 35,6828 >» = 90790 > == 25,44") 


6) Trockensubstanz und Wasser der lufttrockenen Substanz: 
1,5221 lufttr. S. = 1,4027 Tr.-S. = 92,16°/o 92,06 °/oTr.-8. 


7,94%lo HO. 


¥ Mittel: 


5,24 ly, 


Zz. 7 > >» 0.0750 > = 5,18%Jo 
/) Fett in der afr. Trockensubstanz : 

1. 1 glufttr. S. = 0,9206 Tr-S. =0,8707 afr. Tr.-S. enth, 0,0099 Fett = 1,13° 

2.‘ > O.9205 9 » =0,8707 > > 00,0123 » 


Mittel: 1,27 %o. 


e) Elementarzusammensetzung der afr. Trockensubstanz: 


II. IU. Mittel 
52.80 re 52,94 
7,07 _ 7,16 
16.50 16,51 16,51 
0,56 at 0,55 


— — 22,84 
































f) Warmewerth der afr. Trockensubstanz: 
1. 1,1980 lufttr. S. == 1,1028 Tr.-S. = 1.0450 afr. Tr.-S. = 6001,99" 0 cal. 


I g > = 3743.0 lo » 
2. 1,1080 > = 1.0200 > = 0,9666 > 5526,2 Yo » 
lg == O797,1 */e > 





Mittel: 5730,1 cal. f. 1 ¢ afr. Tr.-S. 
Nr. VI. 
Fleisch (Vorderschenkelmuskel) vom Schwein B. 
«@) Trockensubstanz des frischen Fleisches : | 
1. 29,3530 frisch = 7,1015 trocken = 24,19» ' 
2, 27.3280 » = 6.6035 > = 24,16 %o | Mittel : | 
3. 35,5010» = 86050 © >» 24,20 Jo | 24,19 %o. 
t. 39,5780 == 9.5200 2 24,18 °/o 
i] }) Trockensubstanz und Wasser in der lufttrockenen Substanz: r 
1. 1,5826 lufttr. S. = 1,4363 Tr-S. = 90,76 °/o mae 
. a N Mittel: : 
2. 1.3407 * == 12155 > = 90.74% 9 23 %'o H,0. 
ce) Asche in der Trockensubstanz : 
1. Lo826 lufttr. S. = 1.4363 Tr.-S. enth. 0,O808 Asche = 5,630) Mittel: 
2. 1,3407 > =1,2155 >» > 0.0689 © » = 3,699 0} 3,66 %o. 
d) Fett in der afr. Trockensubstanz : 
I. tg lufttr. S.=0,9075 Tr.-S. =0,8561 afr. Tr.-S. enth. 0,0087 Fett = 1,02 %/o 
2. 1» 2 =0,9075 » =0,.8d61 > > 00,0087 » =1,02%o 
Mittel: 1,02 °%/o. | 
e) Elementarzusainmensetzung der afr. Trockensubstanz : 
I. If. il. IV. Mittel 
Kohlenstoff 53,09 52,92 - — 33,01 
Wasserstoff 7,22 7,33 — — 7,28 
stickstoff 16,33 16,24 16,35 16,30 16,31 
Schwefel 0.61 0,59 — — 0,60 
Sauerstoff — — — ~~ 22. 80 
100,00 
f) Wairmewerth der afr. Trockensubstanz : 
l. 1,2164 lufttr. S. = 1,1038 Tr.-S. = 1,0413 afr. Tr.-S. = 5942,9 cal. ' 


1 ¢g > Fy = 9/07,2 » 
Mittel: 5708,6 cal. f. 1 g afr. Tr.-S. 
2. 1.2674 lufttr. S. = 1,1502 Tr.-S. = 1.0851 afr. Tr.-S. = 6195,8 cal. 
lg >  » == 57099 cal. 
Mittel: 5708,6 cal. f. 1 g afr. Tr.-5. 





Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XXXI. 32 





Nr. VIL. 






























Hammelfleisch A, der Keule entnommen. 


a) Trockensubstanz des frischen Fleisches : 


1. 18.0718 frisch — 4.3392 trocken 24.01 %y 
2 23,1132 - D.D418 —- 23,98 " | | 
° - es . 0 

3. 13,4820 = 43,2193 - See g MM: Bane in 
4. 14,1172 = $4026 , : 24,10 %o | 

4) Trockensubstanz und Wasser in der lufttrockenen Substanz: 
I. 1.2470 lufttr. S. == 1,1286 Tr.-S. —= 90.51 °%o ) Mittel: 90.36°/o Tr.-S. 
2. 1,1106 LOOIS >» = 90,20 */o | 9.6490 HO. 


ce) Asche in der Trockensubstanz : 
1. 1.2470 lufttr. S. =- 1.1286 Tr.-S. enth. 0.0586 Asche = 5.19% 0) Mittel: 
2. 1,1106 » 1.0018 00520 » = 519% | 5,19 % 
¢?) Fett in der afr. Trockensubstanz : 


I. 1 lufttr.s. = 0,9086 Tr.-s. =. 0.8567 afr. Tr.-S. enth. OOLOO Fett = 1.179 0 


e) Elementarzusammensetzung der afr. Trockensubstanz : 


I. II. III. Mittel 

hohlenstoft 92.90) 52.87 —- 52.64 
Wasserstofl 7.30 7.30 a 7,30 
Stickstoft 16.54 16.16 16419 16.23 
schwefel 0.66 O.05 — 0.66 
Sauerstoff -— a - 23,09 
100.00 


f/, Warmewerth der afr. Trockensubstanz : 


1. 1.1297 lufttr. S. = 1,0208 Tr.-S. = 0,9678 afr. Tr.-S. 5482.5 cal 
lg € —= 5664.9 

2) «1.0086 lufttr. 3S. O.9114 Tr.-s. O.86-41 afr. Tr.-s. = 4893,6 cal. 
Ll oe D663.2 » 


Mittel: 5664.1 cal. f. Lo ¢ afr. Tr.-s. 


Nr. VIII. 
Hammelfleisch B, ebenfalls der Keule entnommen. 


a) Trockensubstanz des frischen Fleisches: 


1. 26.2806 frisch 6.2766 trocken == 23.88 ° o 
2. 24.7902 D.YDD-+4 = 24.02". | —— 
7] , ,7Q ~ ro Mittel: 93.94 ° 
oh 40,1 t Pe Y jOPI) : 93 89 % 0 | 

34.9698 - § 8783 23 G4 oy 














4; Trockensubstanz und Wasser der lufttrockenen 


|. 1.2465 lufttr. Ss. 


2, 1,7642 >» > 


1 1.2465 lufttr. S. 


2. 1,7642 


c 


= 1.6089 


1.1366 Tr.-S. 
== 91,197 of 
Asche in der Trockensubstanz: 


= 1.1366 Tr.-S. enth. 0.0607 Asche 
1.6089 . 0.0868 


d) Fett in der afr. Trockensubstanz: 


{. Lg lufttr.S.=0,9119 Tr.-s. 


91,183 °/o) Mittel : 


Substanz: 


91,19%% Tr-s. 
8.819 HO 


5.34% 0) Mittel 


> 5,39 yo J5,37% 0. 


0.8629 afr. Tr.-S. enth. 0.0139 Fett 1.61%. 
2 1 lufttr. Ss. = 0.9119 Tr.-S. = 0.8629 afr. Tr.-S. enth. 0.0138 Fett = 1,60° o, 


Mittel: 1.61° ». 


e) Klementarzusammensetzune der afr. Trockensubstanz: 


I. II. LIT. Mittel 
Kohlenstoff 53,12 2.94 — 53.03 
Wasserstoff 4,40 4,00 719 
. Stickstoft 16,60 16.56 16.57 16,58 
Schwefel O71 0.69 0.70 
sauerstoft — 22.50 
LOOK) 
fi) Warmewerth der afr. Trockensubstanz : 
|. {4808 lufttr. s. 1.0768 Tr.-S. —= 1.0190 afr. Tr.-3. = 5824,97 cal. 
lg > » = 57164 >» 
2.1) 1.2084 lufttr. Ss. = 1.0799 Tr.-s. 1.0219 afr. Tr.-S. = 5848,59 cal. 
1 g > 97233 
3. 1,2058 lufttr.S. = 1,0818 Tr.-S. = 1,0237 afr. Tr.-S. = 5857,5 cal. 
lg > > > 57205 >» 
Mittel: 5720.1 cal. f. 1 ¢ afr. Tr.-s. 


Nr. LX. 
Fleisch von Kaninchen. 


a) Trockensubstanz 2) des frischen Fleisches: 


1. 12,1481 frisch 53,0764 trocken == 25,32 °/o ) Mittel: 25.32 
a] > —— ~ y Wi Cr. SI), ’ 
2. 970860» = 22,4578 = 232%, 4 


1) Die Verbrennungen 2 und 3 wurden ca. ', Jahr nach der ersten 
bestimmung ausgefiihrt: die Trockensubstanz wurde neu bestimmt und 
der Werth 89,74 °v gefunden. 

*) Nur bei dieser Probe gelang das Trocknen im evacuirten 
Exsiccator iiber Schwefelsiiure; in der Anwendung der veringen Mengen 





an frischer Substanz ist diese Erscheinune beeriindet. 





Fé 
































4; Trockensubstanz und Wasser der lufttrockenen Substanz: 
1. 1.0942 lufttr. S. == 0.9908 Tr.-S. 90,35 °'o ) Mittel: 90.5783°/o Tr.-S. 
2. 1.2696 > >» == 1.1503 > = 4.60 %ly \ 9.425 Jo H,O. 


c) Asche in der Trockensubstanz : 


1. 1,0942 lufttr. S. — 0.9908 Tr.-S. enth. 0.0827 Asche == 5,32 °/0 |) Mittel: 
2. 1.2696 » » 11508 >» » 00614 >» 5,34) f 5,33 Jo. 


/) Fett in der afr. Trockensubstanz : 
I. 1g lufttr.S.-- 0.9058 Tr.-S. -= 0.8575 afr. Tr.-S. enth. 0,0087 Fett = 1,01 °/o. 


¢) Klementarzusammensetzung der afr. Trockensubstanz: 


I. II. Mittel 
Kohlenstoff 32.83 a3.31 93.07 
Wasserstoff 7,20 7.08 7.14 
Stickstoff 16,71 16,72 16.72 
~chwefel — — 


sauerstoff - 


f) Wiirmewerth der afr. Trockensubstanz : 


1. 41,0195 lofttr. S. <= 0.9234 Tr-S. — 0.8742 afr. Tr-S. 1929.9 cal. 
lg >» - 639.3 


mr. Xx. 
Fleisch von demselben Kaninchen (im Soxhlet-Apparat]getrocknet). 


a) Trockensubstanz des frischen Fleisches: 


1. 25.9774 frisch 6.9690 trocken 95.29 8/5 
2 YY GS 4 = 7.9137 - 25,36 °Vo Mittel: 25,33 °/o. 
3. 218160 — J .H292 : 25.35 %/o 


4, Trockensubstanz und Wasser der lufttrockenen Substanz : 
1. 1,6613 lufttr. S. = 1,5355 Tr.-S. = 92,43 °/o Mittel: 92,51 °/o Tr.-s. 


2. 12112 » 11213 ; 92.58 °/o 7,49 °/o HO. 


c) Asche in der afr. Trockensubstanz : 
1. 1.66153 lafttr. 5. [.5355 Tr.-S. enth. 0.0870 Asche 5,67 °'o | Mittel: 
2. 1.2112 > 2 1.1213 , > 90609 > 5,43 %0 J 3,59°/o. 


d) Fett in der afr. Trockensubstanz: 


1. Jglufttr.S. — 0.9251 Tr.-S. 0.8738 afr. Tr.-S. enth. 0,0089 Fett £,12°/o, 
2. Iglufttr.S. 0.9251 Tr.-S. 0.8738 afr. Tr.-5. enth. 0.0105 Fett 1,20°/». 
Mittel: 1,16°/». 
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e) Klementarzusammensetzunge der afr. Trockensubstanz 


l. IT. III. Mitte] 

Kohlenstoff 2.95 53.24 — 53.01 
Wasserstofl 7.12 7.22 -— 7A 
Stickstoff 16,68 16,69 16.79 16,72 
schwefel 0.41 O41 ().42 
Sauerstoff — — 22.68 
100,00 


f) Wiirmewerth der afr. Trockensubstanz : 


1. 1.0564 lufttr. 3. 0.9773 Tr.-S. 0.9231 afr. Tr.-S. 241.9 cal. 
1 e > » DB78.5 > 

2, 1.0840 lufttr. S. 1.0028 Tr.-x. 0.9471 afr. Tr.-S. D376,8 cal, 
| 4 » D677, 1 » 


Mittel: 5677.8 eal. f. 1 © afr. Tr.-S. 


GC 


Nr. XI. 
Fleisch von einem alten Huhn (A). 


a) Trockensubstanz des frischen Fleisches : 


1. 27.5328 frisch 7.0228 trocken 25,51 Jo 
2 34.1946 > S711 » 25.59 95 | 
2. 34,1946 7) 2d, ’ a 

vital psn “ ae Mittel: 25,55 °/o. 
3. 29.6345 7.0831 25.59 %/o | 
t. 37.6350 9.5990 2551 Vo 

6; Trockensubstanz in der lufttrockenen Substanz: 

1. 1.2580 lufttr. S. 1.1888 Tr.-s. 94,50 9 | Mittel: 94,459 Tr.-s. 
2. 16432 >» » 1.5512 440 | 5,55" » HO. 


¢) Asche in der Trockensubstanz: 
1. 1,2580 lufttr. Ss. L.1888 Tr.-S. enth. 0.0638 Asche Dd,3¢ °/o Mittel : 


2. 1.4746 1.3944 » (0.0756 D400} 5.40? 0, 


d) Fett in der afr. Trockensubstanz : 


1. 1g lufttr. S. = 0.9445 Tr.-S. = 0,8935 afr. Tr.-S. enth. 0.0112 Fett = 1.25” . 
2, 1¢g » » =0,9445 == ().8935 > » OOM7T » 131° o 
Mittel: 1,28 °). 
e) Flementarzusammensetzung der afr. Trockensubstanz: 

I. If. UT. IV. Mittel 

Kohlenstoff D2.85 D285 ~ — 2.84 
Wasserstofl 7.0L 7.00 701 
Stickstofl 16,68 16.66 16.64 16.67 16.66 
schwefel 0.47 O47 0.47 
sauerstoft — —— a 23,02 


100.00 







1. 1.1540 


2. 1.2067 


3. 1.2061 


1. 33.0780 
2 30.0914 
3. 34.7496 


t. 32.7335 


1. 1.1452 
2 1.3980 
1. 1.1452 
2 E3980 


I. 1g luftt 


lufttr. S. 1.0711 Tr.-S. 


lufttr. 8.1 1.1249 Tr.-s. 


lufttr. S. 1.1226 Tr.-s. 


Mittel: 5664.4 cal. f. 


f) Warmewerth der afr. 





Trockensubstanz: 


1.0134 afr. Tr.-S. 9739.0 cal, 


lg 5659,2 
1.0634 afr. Tr.-S. 6035.7 cal. 
Ig . d679,9 
1.0620 afr. Tr.-s. 6HOO8.9 cal. 
Ig > a6d8,2 > 


| g afr. Tr.-s. 


Nr. XII. 


Fleisch von einem jungen Huhn (B). 


Trockensubstanz des 


( 
frisch 8.1843 trocken 
> 7.415 { » 
8.6078 
R. 1030 


frischen Fleisches. 


24.74 %o 

24.64 ° | IN 
D477 0 Mittel: 24.75 ° 0 
24.73 %0 | 


4, Trockensubstanz in der lufttrockenen Substanz: 


1.0566 Tr.-S. 
1.2900 


lufttr. S. 


92,21 °'o ; 92.24% Tr. 
a MG: mae, 
92,27 %o 7,760 HO 


c) Asche in der Trockensubstanz : 


lufttr. S. 
1.2900 > 


d) 


r. S. 


1.0566 Tr.-S. enth. 0.0339 Asche 


5.10 80 ( Mittel : 


0.0682» 5,29°%lo J} 5,20°'0. 


Fett in der afr. Trockensubstanz: 


0.9224 Tr.-S. = 0.8744 afr. Tr.-S. enth. 00147 Fett = 1.68 ° 0 


0.0130 — 1.49°' 
Mittel: 1,59°%o. 


+) Elementarzusamimensetzung der afr. Trockensubstanz: 


a 22 (0.9224 O87 44 
Kohlenstoft j2.08 
Wasserstoff 7.21 
Stickstoff 16.60 
schwefel O50 
sauerstofi — 


{. 1.2054 


1) | 


Untersuchung 1 
tS. 


4308 | 


f) Warmewerth der afr. 


lufttr. 3. 1.1100 Tr.-s. 


he Bestimmungen 2 und 3 


ausgefiihrt. «die 





lufttrockene 


a2,d9 52,57 
6.99 7.10 
16.61 16.61 16.61 
O51 0.51 
— 23,21 


100.00 


Trockensubstanz : 


1.0528 afr. Tr.-S. 5973.8 cal. 
lg > - DETR » 
wurden ca. '/, Jahr spiiter als 
Substanz enthielt dabei 







































— 49] 


2. 1.2031 lufttr. &. 11097 Tr.-s. 


1.0520 afr. Tr.-S. DYTOL cal. 


Mittel: 5681.0 cal. f. 1 ¢ afr. Tr.-s. 


Nr. NII. 


Fleisch von der Brustmuskulatur eines Pferdes (A). 


|. 31.9518 frisch 7,0008 trocken 





2, 33,9133» 7,4873 
3. 37.1086 8.2036 
:. 34,7092» 7,6638 


a) Trockensubstanz des frischen Fleisches: 


22 O8 ” o 


22,08 "Jo | : » YD (G0 
22 14 0 P Mittel re A 4 0. 
22 ( 8 U0 | 


4) Trockensubstanz der lufttrockenen Substanz: 


I. 118) lufttr. S. 1,0755 Tr.-S. 
2. 1.5040 > 13662 


90.84% | Mittel: 90,84°/o Tr.-S. 
GO 84% | 9.169 oH,O. 


c) Asche in der Trockensubstanz : 
I. 1,8520 Jufttr. 8. 1,2282 Tr.-S. enth, 0,0630 Asche —= 5,13 °%o | Mittel: 


2. 1,2883 > 11703 > 


0.0608 — >» 5,19 % { 5.16 Jo. 


d) Fett in der afr. Trockensubstanz: 
|. |g lufttr. 8S. O0.9084Tr.-S. — 0,861 alr. Tr.-S. enth. O,OL07 Fett — 1,24 °o 


21ig » 0.9084 0.8615 


0.0116 1.35°/o 
Mittel: 1.30 °/o. 


e) Elementarzusammensetzung der afr. Trockensubstanz: 


hohlenstoff D334 2.98 
Wasserstoff 7.26 400 
Stickstoff 1d.48 15,49 
Schwefel 0.65 0.62 
sauerstoff —_ 


f) Warmewerth der afr 


1. 1.2786 lufttr. S. 1.1615 Tr.-s. 


2. 14005 > 12722 


—_ ; 53.16 


“in 7,20 
15,47 1.47 15.48 
— 0.64 
23.47 
LOOM) 
. Trockensubstanz : 
1.1016 afr. Tr.-S. 6208.4 cal. 
i g 5635.8» 
1.2066 6789.1 » 


I ¢g 626,7 


— 


Mittel: 5631.3 eal. f. 1 ¢ afr. Tr.-S. 


Nr. NIV. 


Fleisch vom Hinterschenkelmuskel desselben Pferdes (A). 


«) Trockensubstanz des 
12.9150 trocken 





. 96.9459 frisch 





frischen Fleisches: 


22 BR?) 


































— 4198 — 


4, Trockensubstanz der lufttrockenen Substanz: 
1. 13781 infttr. 8. 1.2201 Tr.-S. 88.99 95 Mittel - 89.0890 Tr.-S. 
2.11979 > 1.0682 > B917%) fo 10,920 H0 
ec) Asche in der Trockensubstanz: 

1. 1,3711 Jufttr. S.— 1.2201 Tr.-S. enth. 0,0595 Asche — 4,88 ) Mittel: 
2. 1,1979 1.0682 » 0.0540 5.06% ( 4.979). 
d) Fett in der afr. Trockensubstanz: 

1. 1g lufttr. 5. 0.8908 Tr.-s. — 0,8465 afr. Tr.-S. enth.0,0114 Fett — 1.85% 0. 


e) Klementarzusammensetzung der afr. Trockensubstanz: 


I. II. III. Mittel 

Kohlenstoff D2.68 32,53 — D2.61 
Wasserstoff “Al 7.11 --- 7.11 
Stickstoff 15,20 16.27 15,25 15,24 
schwefel 0.69 0.68 — 0.69 
Sauerstoff ~ — 24.35 
100,00 


f) Wairmewerth der afr. Trockensubstanz : 


1. 1.0411 lufttr. 5. 0.9274 Tr.-S. 0.8813 afr. Tr.-5. 4954.6 cal. 
ig 5621.9 

2. 1,0710 : 0.9540 0.9066 > 5094.0 
lg > - DOIS.R 


Mittel: 5620.4 cal. f. 1 @ afr. Tr.-s. 


Nr. XV. 
Fleisch vom Hinterschenkelmuskel eines jungen Pferdes (B). 


a) Trockensubstanz des frischen Fleisches: 


1. 31.0276 frisch 7.4856 trocken 24,13 °/o 

2. 26,4365» 63710 : 23,10° 0 maceuies 
3. 26,7920 6.4610 : 24,120 | Mittel: 24,13 0. 
4, 29,3734 » 7.0874 : 24,13 °/o 


4; Trockensubstanz in der lufttrockenen sSubstanz: 


1. 1,2158 lufttr. S. 1.0924 Tr.-S. = 89,859» — ) Mitel 89,85 °/o Tr.->. 
MITEL? = 
2. 1.1560 = 10385 » — R9OR4%  f 10,15°/0 H,O. 


c) Asche in der Trockensubstanz: 
1.2158 luftte. S. = 1.0924 Tr.-S. enth. 0.0524 Asche = 4.80°/o Mitte! 
- 
7 


— 


2. 1,1560 = 1.0385 . » O,0489 > ==4,71%0 | 4.76% 








iGG — 


d) Fett in der afr. Trockensubstanz: 
1. 1 ¢ lufttr. S. — 0.8985 Tr.-S. —- 0.8557 afr. Tr.-S. enth. O.O1TO Fett — 1.29° 5 


e Flementarzusammensetzung der afr. Trockensubstanz : 


I. II. Hi. IV. Mitte! 

Kohlenstoff 52.93 3,22 — 53.08 
Wasserstofl 7+ TO — 7.18 
stickstoff 15.3% 15.30 15.26 1.34 15.51 
schwefel 0.57 0.56 ~ 0.57 
Sauerstofl —- - -- _— 23.86 
100.00 


f) Wirmewerth der afr. Trockensubstanz : 


1. 1.1228 lufttr. S. L.0O88 Tr.-S. 0,9608 afr. Tr.-s. D477 0 cal. 
le DTOOD 

2. 1.1328 L.OL7S 0.9695 D226 
lo , 5696.3 > 


Mittel: 5698.4 cal. f. 1 ¢ afr. Tr-s. 


tal 


Die Analysenzahlen sind, der besseren Uebersicht wegen, 
in der folgenden Tabelle (Seite 499 u. 500) zusammengestellt 
und zwar im Abschnitt A fii die wasser- und aschefreie, 
im Abschnitt B fiir die wasser-, asche- und fettfreie Fleisch- 
substanz. 

Fir die einzelnen Fleischproben ergeben sich aus den 
vorliegenden Zahlen die folgenden Mittelwerthe in der asche- 
und fettfreien Fleischtrockensubstanz : 


C i N S 0) Wiarmewerth 
Rind U—IV) 52.54 7,14 16,67 0,52 2312 5677.6 cal. 
Schwein (Vu. VI) 52.71 77) 16.60 = 0.59 22.95 5675.8 
Hammel (VITu. VHD 52,53 719 16,64 0,69 22,96 5038.7 
Kaninchen (IXu.X) 52.83 710 16.90 — 5616.6 
Huhn (XI u. XID) 52.36 699 16.88 O5 23.28 DOT 3 
Pferd (XIII—XYV) 52,64 TAO 15455 O6% 24,08 5d99.0 


In der folgenden ‘Tabelle habe ich meine Analysen- 
ergebnisse ftir Rindfleisch mit den von Rubner, Stohmann 
und Argutinsky gleichfalls fiir Rindfleisch ermittelten Zahlen 
zusammengestellt. Dieselben beziehen sich auf die mit Aether 
extrahirte, also nicht vollkommen fettfrei zu erhaltende Fleiseh- 
trockensubstanz. 











.  — 


Rindtleisch: 























Aschehaltige Trockensubstanz 
( H N 2 () Asche 
| omer 
Rubner. . .. 2 | DOAB) 7.6 | 15,4 | 20.97 8,5 
Stohmann .... . . | 49.25) 6,91 | 1549 | 23.05 32 
| | Sasi aegen 
Argutinsky. .....7 49,6 | 69 | 16,3 23,0 9,2 
\ | | 
a . | | 
Meine Zahlen (Mittel von | 
Fleisch I—IV) . . . . | 49,86] 6.78 | 15,68) 0,50 | 21,80 | 4.38 
| 
| 
| | 22,3 
Aschefreie Trockensubstanz 
C i N Ss Q) Warmewerth 
| ed | 
Rubner. ... . 2. . P5340! 8.04 | 16,30 | 22,19 | 9656.9 cal. 
| (—_—— | 
stohmann . . ~ « «| 92,02) 7,30 | 16.36 | 24,32 | 9640.9 
| , | 
Argutinsky . 92.33 7,30 | 16.18 24,22 — 
Meine Zahlen (Mittel von | | | 
Fleisch I-IV)... £52.69) 7.17 | 16,57) 0.52 | 23,05 | 5700.8 
23,97 | 
| 


Zum Schluss hebe ich noch hervor, dass ich die Fleisch- 
pulver auf ihren Glycogengehalt gepriift habe. Sie erwiesen 
sich siimmtlich als glycogenhaltig, die Fleischproben I—XII 
jedoch in so geringem Maasse, dass bei Anwendung von 
| bis 2 g der lufttrockenen Substanz kaum wiigbare Menge 
an Glycogen erhalten wurden. Die Pferdefleischproben jedoc! 
lieferten gréssere Glycogenmengen, deshalb wurde in den 
Proben XIII und XV das Glycogen quantitativ bestimmt, und 
zwar nach der von E. Pfliiger’) verbesserten Briicke- 
Kiilz schen Methode. 


tl) Pfliger’s Arch. 1899, S. 73, 2-40. 
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Die dazu nothwendigen Reagentien und Losungen wurden 
genau nach Pfliiger’s Angaben hergestellt, ebenso hielt ich 
mich bei der Ausfiihrung der Glycogenbestimmung streng an 
seine Vorschriften. Durch die vorausgegangenen analytischen 
Bestimmungen waren leider die Substanzmengen der Analysir- 
proben ziemlich aufgebraucht worden und konnten daher im 
viinstigsten Falle nur 3 ¢ der lufttrockenen Substanz zu einer 
Glycogenanalyse benutzt werden. Es wurden folgende Gly- 
cogenmengen gefunden: 


Pferdefleisch: 








f POW x | _— " | , rn ‘ ‘ G ‘Cc a 
Ange . dufttr.) Pre-S. | Afr. Tr.-S. Glycogen wi — 
Subtanz 1) | d. afr. Tr.-S. 
- | - s z - 
(! 25 22135 2 (993 (0.0797 3,80 ) 
XH | | 3,72 Jo. 
\2 95 | 29135 2.0993 0.0765 | 3.64f | 
(| 3.0 | 26646 | 2.5378 0.0900 3,59 ) 
XV | | 3.58" 
\2 3.0 | 26646 | 2.5378 0.0917 | 3.61) 





Die gefundenen Werthe 3,720 und 3,58°/o sind nach 
Pfliiger’s Vorschrift um 12°/o0 als Correctur wegen des statt- 
vehabten Verlustes an Glycogen bei der Ausfiihrung zu er- 
héhen. Da es mir in Folge des schon angedeuteten Sub- 
stanzmangels nicht mdglich war, meine gefundenen Glycogen- 
werthe eingehender auf ihre Richtigkeit zu priifen, halte ich 
dieselben mit der Pfltiger schen Correctur nicht ftir so ein- 
wandsfrei, um darauf bei der Berechnung meiner Pferde- 
fleischanalysen Riicksicht zu nehmen. 


1) XI 88.54% Tr.-S. und 5,16 °/o Asche. 
XV 8.82 Vio > » 4.76 0 O 





ba 

















Bezeichnung 








aschefreie Fleisch-Tr.-S.1) enthalt: 


| Wirmewerth 



























OnF ) c H N 5 O 
der Fleischproben | f. 1g Subst. 22 
I. | | 
Ochse (Halsmuskel) D284 7.23 | 1641) 054 | 22,98 D696 4 
I. | | 
Ochse (Hinterschenkel) 52,93 7,12 | 16,51!) 046 | 22,98, 9744.9) 
HT. | | | | 
Kuh A (Hinterschenkel) | 52,22) 7,19 | 16,59) 0.58 | 23,42 5697.5 
IV. | | | 
Kuh B (Hinterschenkel) | 52,76) 7,13 | 16,77 0,50 | 22.84 9704.5) 
V. | | 
Schwein A(Rippenstiick) | 52.9%) 7,16 | 16,51) 0.55 | 22.84 5730.1 
VI. | | | 
Schwein B (Vorderschenkel) | 53.01) 7,28 16,31) 0,60, 22.80 5708.6 
VIL a | 
Hammel A (Keule) | 52,69) 7.38 | 16.23) 0.66 | 23,09 D664. 1 
VIL. | | | 
Hammel B (Keule) 53.03 7.19 | 16,58! 0,70 | 22.50 9720.1 
IX. 
Kaninchen (im Vacuum | | 
cetrocknet) 53.07, 7,14 | 16.72; — — 5639.3 
X. 
Dasselbe Kaninchen- 
fleisch (im Soxhlet-App. | 
eetrocknet) 53.01) 7.17 16,72 | 0.42 | 22,68 D677 8 
XI | | 
Huhn A (alt) | 52.84) 7,01 16,66! 0,47 | 23,02, 5664.4 
XIL. | | 
Huhn B (jung) 52.57| 7,10 | 16.61] 0.51 | 23,21 D68 1.0 
XII. | | 
Pferd A (Brust) 53,16 | 7.25 | 15.48) 0,64 | 23.47 5631.5 
XIV, | | 
Pferd A (Hinterschenkel) | 52.61; 7.11 > 15,24!) 0,69 | 24,35 5620.4 
XV. | | 
Pferd B(Hinterschenkel) | 53,08) 7.418 15.31) 0,57 | 23.86 DISA 


1) 480 St. mit Aethen 





extrahirt. 































Fiir die asche- und fettfreie Fleisch-Tr.-S. berechnet:!) 








\ ie ; | Wirmewerth 
ee | | | | f. 1 g Subst. 
m | ie | . | , 
B 52,62 7,20) 16,56 0.04 | 23.08 661.2 
52.86 7.11 | 16.59 | 0.46 23.02 d734.8 
52.11 7.16 | 16,67 O.58 | 23.48 5639.8 


52.58 7.10 | 16.90 | 0.50 22 92 5674.4 
52.64 7.10 | 16,72 | 0.56 | 22,98 DEBRIS 
| 2 | | | vine 
D244 1,200 16,47 0.61 22.92 D664, 7 
240 7,27 | 1642 | 0,67 | 23,24 (| 56189 
| | | | 
2,65 741 026 | 16,85 | 0.71 22.68 G85 


52.82 7.09 | 1688 | sn én 5600, 1 


| | 
me = > - ~ (espe 
2,82 7,14 16.92 Q),42 22.73 9633.1 
| | 


92.93 6.95 16.88 | ().48 23.16 yYHL4AYD 


D218 7,02 | 16,88 0,52 23,44) 5619,6 


A2.RD 7.18 15.68 0.65 23 64 DdDRO.G 
y2 24 7.00 15.45 0.70 24.56 DD67.6 
244 7.14 15.51 Q.58 24.03 Db4SB 9 






Fett = 76,9 C, 12,0 H, 11,5 O. 9484.5 cal. const. Vol. 9500,0 cal. const. 
Stohmann u. Langbein, Journ. f. prakt. Chem. 1890, N. F. 42, 362. 





Bel 





Kohlenstoff. 









Fleisch- | Angew. Fleischsubstanz CO, C i Mit 
Nr. : MILT 



























1) O5Z10  Ifttr. | 
716 Tr. S. | 
4466 afr. Tr.-s.) O.8648 — 0,23588096 52.81 

) 


=. O.4085 — Ifttr. | ) 
| 041503 Tr.-S. 2.8) 
| 0.39299 afer. Tr.-S. 0.7618 | 020774286 52.86 | 
1) 0.4634 Ifttr. 
0.4203 Tr.-s 
03972 afr. Tr.-S. 0.7708 | O.2LO19716 | 52.92 
| 2 Q.D¢87  Ifrtr. | ) 
| 0.4976 Tres. | 02.93 
== 04703 afr. Tr-S.) 00,9130 | 02489751 02,94 | 
1) O.4186 — lfttr. 
itl O3880O  Tr.-s. 


- O.B67L afr. Tres.) 0.7080 | 0.191708! 52,22 52.22 


1) 0.5356 — Ifttr. 
0.4985 Tr.-S. 
O4720 afr. Tr.-S.)) O9143 
3) Q.560L  Ifttr. 
== (5213 Tr.-s. 
0.4936 afr. Tr.-S.. 0.9539 0.26012853 


1) O.GS16 — Ifttr. 


- O.6275 Tred. | 





\ - 0.5946 afr. Tr.-S.| 1.1872 O.315560844 | 53.07 
2) O.7468 = Ifttr. | su 
0.6875  Tr.-s. ~ 
- 06515 afr. Tr-S.) 12615 OB+OLL05 )2,80 | 
1) 0.7378 — Ifttr. 
- 0.6696 Tr.-s. 
VI 0,6317 afr. Tr,-S.| 1.2299 Q 33539373 53.09 
2 0.7735 — Ifttr. | ' 
0.7020 Tr.-S. 
0.6623 afr. Tr.-s. O.3505013L 52.92 | 








ische Mpelege. 


DOD 


_— 





— Fleischsubstanz 


Wasserstoff. 


HO 


°°. H 
H 








().282 4 





tel yasen der Mittel 
v g D afr. Tr.-S. 
Q.5210 Uitte 0.3390 
O4716 Tres. 
0.4466 afr. Tres. 0.2896 (08218 721 
) 0.4585 — Ifttr 0.2998 | * 
Bi 0.41503 Tr.-5. 125% 9 
- 0.39299 afr. Tres. | 0.2563 0.02845 7.25 
04634  Itttr. 0.2968 
0.4203 Tr.-S. 
0.3972 afr. Tr.-S. 0.25366 0.02818 4 7.10 
y O.D4S7  Ifttr. 0.3529 | > 
ae 0.4976 Tres. (12% 
0.4703 alv.-Tr.-s. O.30182 0.0335359 7.13 | 
0.4186 Ifttr. (2682 
O3880  Tr.-5. 
) dd - O3671 afr. Trees. 0.23576 0.0264 7.AY 4,49 9/0 
0.4978 — ifttr. O.3178 
O4634 Tr.-s. 
O4387 afr. Tr.-S. | 0.2834 0.031488 7.12 
_ 2 04789 Ifttr. | 0.3021 | deen 
aa O4408 Tr.-S. 18% 
0.4222 afr. Tr.-S. (), 2690 0.02985 7.08 | 
0.9729 = Ifttr. O.8718 
> 09274 Tr-s. 
0.4998 afr. Tr-S. 0.3263 0.036255 7,29 | 
- 06452 Ifttr. 0.1093 | | 
al - 05940 Tres. calli 
05629 afr. Tr.-5. O.B58 1 O.039789) 7.07 | 
0.4966 Ifttr. 0.3221 
04507 Tr.-s. 
0.4252 afr. Tres. 0.2762 0.030689 7.22 
: - 0.5002 If tte. (),3287 | ines 
939 Tres 


O.ORL37S 








Analytisch: fh Bel 










Fleisch- | Angew. Fleischsubstanz | 


Nr. 


| 


| 


Kohlenstoft 


CO, 











































g g y | 
1) 6169 Ifttr. : 
= 05574 Tr.-S 

VI 0.5285 afr. Tr.-S.) L0175 0,27747225 | 92.00 | 
| 2) O.N900 — Ifttr. 
0.5331 = Tr.-S. | a2.64 : 

| = 0.5054 afr. Tr.-5.) O,9798 | 0,26719146 2.87 | 

| 1) 0.6733 Ifttr. | | | 

| 0.6140 Tr.-S. | | | 

| | O.5810 afr. Tr-S.| 14,1317 | 0,30861459 | 53,12 
sat 2) O.6761 — Ifttr. ! | ; 
0.6165 Tr.-S. | 7 ; 


XI 


X11 


1) 


— ().a834 


0.9282 
W4TR+ 
O.to29) 
O.d132 


OFO ES 


= O-4-400 


0.6087 
0.5631 
0.93524 
O.a038 
- (O61 
(4402 
(7904 
- O.7ORD 
0.6703 
O85 45 
- O.7RRD 
0.7460 


O.7431 


— ().6854 
— 0.6498 


0.6462 
- 5961 


= O61 


afr. Tr.-S. | 


Ifttr. 


Tr.-S. 


afr. Tr.-S. 


Ifttr. 


Tr.-S. 


afr. Tr.-S. 





0.8774 


0.8602 


1.0334 


O.RDO4 


1.2991 


L.O890 


0.30883275 


(),23926698 


0.254976)54 | 


028180818 


w 


BORBS 


-_> 


Q).: 


~~ 


0.35426457 


O39 07877 


O.34165856 


O.2969705 








ische 


~ 


Belege 


Fortsetzung). 





yw. Fleischsubstanz 


| 


H,O 


Wasserstoff 


H 


0) H 


der 


Mittel 








gr g g afr. Tr.-S. | 
0.4136 Ifttr. | (2693 | | 
0.3737 Tr.-S. | | 
0.3543 afr. Tr-S.| 0.2294 — OO2D88 7.30 
» 05179 Ifttr. | 0.3345 | wei 
0.4680 Tr.-S. | | ill 
ms Bs i ae om — = ils 
04437 afr. Tr.-S.} 0,2846 0,031622 030 
0.4685 Ifttr. | 03015 | | 
0.4272 Tr.-3. | 
- 0.4043 afr. Tr.-S.| 0.2602 0.028911 7.15 
J O.5068 — Ifttr. | = Q,3292 | | 7190 
= (4622 Tr.-S. | | 7,19 °/0 
vr > ee ‘ : = °:: | 
0.4374 afr. Tr-S.| 02846 | 0.031622 | 7.23 
0.3551 Ifttr. | 0.2308 | | 
03216 Tr-S. | | | 
: a , ris ‘ = . ; | a } 
O.804) afr rr-8. | 1973 | 0,021922 7.20 
R wine | | 
2 O4BSL Ifttr. | 0.2789 | | | ines 
03941 Tr-S. | | | i. Seer ee 
| | { 
0.3731 afr. Tr.-S.|  0,2379 | 0.026433 7.08 | 
0.4270 Ifttr. | 0.2710 | | | 
0.3950 Tr.-S. | | | 
0.3731 afr. Tr-S.| 0.2890 | 0,026555 | 7,12 
“()2 tas QYDLO 
Z O.5030  Tfttr. 0.3242 | 7170 
04693 Tr.-8. | | 
aia al — ein | ps 
04395 afr, Tr.-S. 0.2865 | 0.031722 7.22 
oat! = 
OQ.5788 — Ifttr. 0.358) | 
0.5467  Tr.-S. | | 
0.5172 afr. Tr.-S.) 0.3264 | 0.036266 | 7,01 | 
4433 9 Ifttr. O,.2744) 
a om | - | 7,01 °/o 
O4187 Tr.-S. | 
O3961 afr. Tr.-s. (), 2494 | 0.027714 7.00 
G+l14  Ifttr. (),2695 


4457 


W5O1Rk3 





Tr.-S. 


afr, Tr. 


Ifttr. 


irs, 


afr. Tr. 





0.2336 
0.3728 


0.5268 





0.025995 


0.03622 





Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XXXI. 


6.99 





Analytische fip.) 













Kohlenstoff 


0 0 > 































Fleisch- Angew. Fleischsubstanz co. | > 
: . de) Mitte An 
Nr. el ae 
g g 9 ar. 3f5. 
1) 0.7043 — Ifttr. 


XU 


=s 0.63598 
== 0.6068 


37.5. 


afr. Tr.-S. 


a 
~ 
2.6 
— 
. 
—~ 
os 


1.1870 | 0,3236949 








2) 0.6626 — Ifttr. . gz 
= 06019 Tr.-S. | a 
0.5708 afr. Tr.-S.; 1,1089 0.30239703 | 52,98 | 
1) O.6351 — Ifttr. 
0.5657 Tr.-S. | 
_ — 0.5376 afr. Tr-S.| 1.0886 | 028322622 | 52.68 
2) 0.6258 — Ifttr. | | E 
0.5575 Tr.-8. | a 
- 05298 afr. Tr.-S. 10202 | 0,27820854 | 52,55 | 
1) ().7238 — Ifttr. 
- 0.6503 Tr.-S. | 
XV 0.6193 afr. Tr-S.) 12021 | 0,82781267 | 52.93 
2) 0.7200 — Ifttr. | | 7 ) 
0.6469 Tr-S. | sia 
- 0.6161 afr. Tr.-S.| 1.2023 0.32786721 | 53.22 | 
1 cem. NaOH Y 0.003084 N. 
| 7, 0.003143 
| K (003257 
| I O.00B080 >» 
| K 0.003498 
I L 0.003484 
Stickstoff 
ae 
Kleisch- Angew. Fleischsubstanz entspr. N : 4 Mi A no 
Nr. Pane | | der | 
g sause Y lafr. Tr.-5. 
| 0.6210 Ifttr. | | | 
0.5621 Tr.-s. | | 
0.5322 afr. Tre-S. | 28,375 Y | 0,0875085 | 16,44 
2 O.5235 Ifttr. | | 4 
O.44738 Tr.-s. 
0.4496 afr. Tr.-S. | 23.875 Y | 0,0736305 | 16.38 | 








Belege Fortsetzung). 





Fleischsubstanz 


H,O 


oe 
- 


Wasserstoff 


H 





~) 


~- 


—_ 


Ifttr. 


1.3. 


afr. Tr.-S. 


Ifttr. 


Tr.-S. 


afr. Tr.-S. | 


Ifttr. 


Trees. 


afr. Tr.-S. | 


Ifttr. 


Tr.-S. 


afr. Tr.-S. | 


ltttr. 


Tr.-S. 


afr.-Tr.-S. | 


Ifthe. 
Tr.-S. 


if 


afr. Tr.-S. | 


0.3107 


0),2672 


(), 2824. 


0),2427 


0). PROD 


0.2334 
0.2109 


O.1755 


0.3040 


0.2977 
O.3080 


0.2593 


0.029688 


0.026966 


0.025933 


0.0195 


0.028633 


0.028811 





Hleischsubstanz 


Schwefel 


Bas0O, 


or 
as 





ifttr. 


0.5499 Ths, 


1.0206 





| 000283353 


~] 


~] 


~ 
. 


~ 


“J 








Analytische [Bel 









Stickstoff 


Mitte! HO 


























Moiech.. | oe entspr. | - | 
Fleisch | Angew. Fleischsubstanz P N 
Nr ecm. | det 
a . | | 
yg Lauge | “ jafr. Tr.-s 


II 


IV 


3) 


| 3) 





0.7083 


- 0.6424 
- 0.6071 


0.6468 
0.5866 
0.5544 
0.6902 
O.D897 
0.5573 
O6O14 


O.D454 


- (0159 


0.6072 
O.d625 
0.9325 
0.9739 
0.5319 
0.5032 
0.6346 
O.D882 


O.596) 


0.7298 
0.6793 


= (,6432 


0.6995 


- 0.6137 


ODS11 
0.6624 
0.6166 
Q.D838 
0.6440 


= 0.5994 


O.D675 


Ifttr. 
Tr.-S. 
afr. Tr. 
Ifttr. 
Tr... 
afr. Tr. 
Ifttr. 
Tr.-S. 
alr. Tr: 
Ifttr. 
Tr.-S. 


rn ‘ 
. » © 
afr. Tr.-S. 


Ifttr. 


Tr.-S. 


afr. Tr.-S. 


Ifttr. 
Tr.-S. 
afr. Tr. 
Ifttr. 
Tr.-s. 


afr. Tr.- 


Ifttr. 


Tr.-S. 


afr. Tr.-S. 


Ifttr. 


Tr.-S. 


afr. Tr.-S. 


Ifttr. 


Tr.-S. 


afr. Tr.-S. 


Ifttr. 
Fr.-S. 


afr. Tr.-S. 


mx ¥ 


oD. 


| 
| 


32. 300 Y 
29.790 Y 


| BO.800 Y 


198.179 Z 
} 
} 


26,500 Z, 


29,379 ZL 


0,0996132 


0,091749 


0,0919032 


0.08559039 


mee oa 
0,0885544)25 | 


0,0832895 


0),092325625 | 





| 


| 34.200 Z 


31.025 Z 


31.200 Z 


30,325 7 








0, 1074906 


0.09751 1575 


0.09806 16 


0,095311475 


16,41 


| 16.95 


16.63 
16.59 


16.59 


16.71 
16.78 
16.80 


16.80 














} 
1A] 
) 
16.59 
| 
+) 
16.77 








tische Belege (Fortsetzung). 











Litt 


ao 
bal 


Schwefel 








Angew. Fleischsubstanz 


5 


BaSO, $s 


oC i 
=“ 


} 


| 
} 


%0 S 


afr. Tr.-S. | 


der Mittel 





~ 


~ 


[6.9% 


0.9967 
0.9059 
0.8543 
1.0224 


- 0.9272 


O.8763 


0.8740 


- 0.8101 


0.7664 
0.7745 
0.7179 
0.6792 


1.0370 


0,9652 ° 


0.9139 
1.0265 
O.955) 


0.9047 


lfttr. 
Tr.-5, 

afr. Tr.-S. 
Ifttr. 
Tr.-5. 


afr. Tr.-S. 


Ifttr. 
Tr.-5. 

afr. Tr.-S. 
Itttr. 
Tr.-S. 


afr. Tr.-S. 


Ifttr. 
Tr.-S. 


afr. Tr.-S. 





| 

| 
0,0288 | 0,003961 44 
| 


0.0295 








(0.0323 | 000442865 


' (0.0286 |): 0,00393393 


| 0.0331 


0,0328 





| 000451164 


' 


0,004057725 | 


| 0.004552 ay 





0,46 8/0 









O.9O8 | 


0.58 | 


0,50 


Analytisch, 





Fleisch- | 


Nr. 


Angew. Fleischsubstanz 


a 
al 


Stickstoff 


| 
entspr. 
ecm. 
Lauge 





Vil 





3) 


3) 


3) 


O.S640 
0.7994 


> G,7537 


0.5652 


- 05203 
= O4930 


0.6982 
0.6428 
0.6091 


0.7945 
0.7213 
0.6805 
0.6965 
0.6319 
0.5961 
0.6986 
0.6340 


= 0,596 


0.6872 
0.6236 


O.d618 
0.5076 
0.4813 
0.6564 


> O,A931 


0.5623 
0.5999 
0.5416 
Q.5135 


Ifttr. 


Tr.-S. 


afr. Tr.-S. 


Ifttr. 


Tr.-S. 


afr. Tr.-S. 


Ifttr. 


Tr.-8. 


afr. Tr.-S. 


lfttr. 


Tr.-S. 


afr. Tr.-S. 


Ifttr. 
Tr.-S. 


afr. Tr.-S. 


Ifttr. 


rr.-S. 


afr. Tr.-S. 


Ifttr. 
Tr.-S. 


afr. Tr.-S. 


Ifttr. 
Tr.-S. 


afr. Tr.-S. 


lfttr. 
Tr.-S. 


afr. Tr.-S. 


Ifttr. 


Tr.-S. 


afr. Tr.-S. 


38.225 FE 


30,875 KE, 


| 36,075 F 
| 
| 
| 
| 31.425 F 


31.7590 F 


| 31,075 F 


24.150 E 


27,900 E 





| 9A FIDE 











0.08134 





0124498825 


-——- 


O11 


0,096789 


0.09779 


0.095711 


0,07865635 


00908703 


0,083134925 


397) 





0,100559875 | 





16.52 


16.50 


16.51 


16.30 


16.34 
16 


16. 


16.19 


165} 





16.5] 





16.25 












































b Belege (Fortsetzung). 





Schwefel 











Min Angew. Fleischsubstanz | Bas0O, | = Joe Mitte] 
g | | g | afr. Tr.-S. 
] 
| 
1.0908 Ifttr. | | | 
= 1,0042 Tr.-S. | | | 
- (0.9498 afr. Tr.-S. | 0,0368 | 0,0050618-4 0.53 | 
Q70 ftty | | = 
) 1.1270 ifttr. | } 0.5d 09 
| 1.0375 Tr.-5. | | | 
65} 0.9831 afr. Tr.-S. | 0.0403 | 0,055543265 0.56 
| | | 
| 
4 
i | 1.1007 Ifttr. 
| 0.9989 Tr.-S. | | | 
) 0.9424 afr. Tr-S. | 0,0417 0,005735835 «0.61 | 
| ) 7° tt p | 
é 1.1531 ifttr. | | j 0,60 °/o 
| 1.0464 Tr.-S. | | 
| 0.9872 afr. Tr.-S. | 00422 | O,00580461 . | 0,59 | 
| | ' ' 
16.31 | | 
{ | } 
| | 
| | 
7 = a — : oe _ 
} | 
| O.9681 Ifttr. | | 
0.8748 Tr.-S. | | | 
0.8294 afr. Tr.-S. | 0.0398 0,00547449 0.66 
| | 
2 O.9951 Ifttr - 
9951 Ifttr. | 0.66 Jo 
0.8992 Tr.-S. ; 


0.8525 afr. Tr.-S. 0.0405 — 0.005570775 0.65 









Analytisch; 





Stickstoff 






Fleisch- | ) ‘lei entspr. | to N 
;, Angew. Fleischsubstanz N 7 
Nr. ccm. | | der Mitt 


g Lauge | g afr. Tr.-S. 


1) 00,6775 Ifttr. | | | | 
== 0,6178 Tr.-S. | | 
= 0.5846 afr. Tr.-S. | 27,.750K | 0.097069 16,60 

2) 0.7807 Ifttr. ) 

VIII = (),7119 Tr.-s. | 

- 0.6737 afr. Tr.-S. | 31,900K | 0,1115862 16.56 | 16.58 

3) O,7191 Ifttr. | 






































a — 6 


== 0.6657 Tr.-S. 
- 0.6205. afr. Tr. 8. a 29 400 K | 0,1028412 | 16.57 











1) 04928 Ifttr. | oe _ 

= 04464 Tr-S. | 

. > 0.4226 afr. Tr.-S. | 21.675 E | 0070595475 
IX 2) 0.5693 Ifttr. | 

== 0,5120 Tr.-S. | 

= 0,4847 afr. Tr.-S. | 24,875 E 0,081017875 | 16,72 


1) (0,624 nae 





16,71 | 
16.7 


16,68 





~ 


| 
= (),5454 afr. a | 97.925 E | 0.090951625 | 
2) 0.5544 Ifttr. | 
Xx == (),5129 Tr.-S. | 
= (),4844 afr. Tr.-s. 
| 3) 0.5923 Ifttr. 
= 0),5479 Tr.-S. | | 
| = 0,5175 afr. Tr.-S. | 26,675 E ‘ | 0086880575 16,79 


1) 0,7094 Ifttr. ! | . | 
0.6700 Tr.-s. 


| 
| 
| 
| 
| 
j 





| 
| 0,080855025} 16,69) 446.72 








| - 0,6339 afr. Tr.-S. | 30,225K | 0,10572705 | 16,68 
| 2) 0.6444 Ifttr. | | i 2 
| = 06086 Tr.-S. | | | 
| = 0,5758 afr. Tr.-5. | 27,425 K | 0,09593265 | 16,66 
| 3) 0,6950 Ifttr. | | 
| = 0,6564 Tr.-s. | | 
> 0.6210 afr. Tr.-S. | 29.550K | 01033659 | 16,64 
| 4) 0.6822 Ifttr. | | 
| = 0.6443 Tr-S. | 

= 0.6095 afr. Tr.-S. | 29,05 K | O1016169 =| 16,67 


| 


L6.bb 















ische MBelege (Fortsetzung). 





Sschwefel 















u . sS 


der Mittel 
5 g Y afr. Tr-s. 
1.0732 littr. 

- 0.9787 Tr.-S. 

0.9261 afr. Tre-S. | | 0.0479 O.Q06SS8645 | 0.71 

) 1.0501 Ifttr. | | | 
= 0,9576 Tr.-s. | | 
OS 0.9062 afr. Tr.-S. 0.0656 0.00627228 | 0.69 


Angew. Fleischsubstanz Basso, 5 





O70", 


| 0.9160 Tfttr. | 
08474 Tr-s. | 


= 08004 alr. Tr.-S. 0,02 41 0,003514955 | O44 | 
() 


) 0.9900 Ifttr. 
O.9158 Tr.-s. | 
7? = J.R8G650 afr. Tres. | 0.0264 0.00363132 0,42 


| 1.0076 Ifttr. 

| = 0.9517 Tr.-S. 
= 0,9004 afr. Tr.-S. | 0.0509 0,004250295 0.47 

x 1.0751 Ifttr. | | (0.47 %/y 
1,0154 Tr.-s. | | 
0.9606 afr. Tr.-S. 0.0326 O.00FS8415 O47 


~ 








Analytisch: Mm Be 











Fleisch- 


Nr. 


or 


Angew. Fleischsubstanz 


Stickstoff 


entspr. 
cem. 
Lauge 


0 0 N 
der 


afr. Tr.-S. | 


Mits, “ 




























XI] 


XT 


_ 


2) 
NIV 

) 

3) 


O.6994 
O.6-414 
0). 6OS8O 
O.7 bd 
O.6876 
O.6518 
0.7282 


- 0.6717 


O.65608 


Q.7025 


O.6382. 7 
O.6053 : 


O.69025 


(),0927 ° 


0.5621 
0.7026 


- 0.6382 ° 


Ifttr. 


Tr.-3. 


afr. Tr. 


Ifttr. 
Tr.-5. 
afr. T 
Ifttr. 
Tres. 


afr. Tr. 


~ 
~~ 
in, 
| 
— 


0.60593 af 


0.6692 


0.6079 T 


OQ.a76D 


0.7625 


0.6792 T 


O.6454 ; 


0.6969 


O.pSa2 T 
- D61 


O.D930 


- O.A2R2Z 


- ODOT 





afr. Zr. 


Ifttr. 


Tr.-S. 





afr. Tr.-* 


IR YTH |] 


31.075 | 


4 


4 


30.425 F 


-S. 28.275 F 
aS.) BOAO F 
-S. | 28,950 F 
-S. | 31.850 F 
-S. | 27,579 F 


24.850 F | 


| OLO0098489 


| O0.1082695 


O.105739+4 


, 0.093709 
| 0.087087 
| 0.093632 


0.089166 


O.O98098 


0.084931 


0.076938 





16.60 


16.61 


16.61 


13.47 


5.20 


15.25 











») 
16.61 
| 
i 
) 
15.48 
l 
) 
19.24 








tischee Belege (Fortsetzung). 





litt 


ua 


bol 


Anvew. Fleischsubstanz 


Schweftel 


Bas0O, 


oC 
- 





Mittel 





bt) 


| 





15.24 





[294 
, 


7 
= 1.1942 Tr. 


= 1.1321 
1.0212 
0.9420 
0.8930 


1.0293 
0.9330 
O.8868 
1.3375 
= 1,2150 
1.1523 


1.1663 
1.0389 
- 0.9873 
1.2042 
> 1.0727 


= 1,0194 


alr. 
Ifttr. 
Tr.-S. 


afr. Tr.-S, 


Ifttr. 
Tr.-S, 

afr. Tr.-S. 
Ifttr. 
Tr.-S. 


afr. Tr.-S. 


Ifttr. 
Tr.-S. 

afr. Tr.-S. 
lfttr. 
Tr.-S, 

afr. Tr.-S. 





| 





0.0416 


0.0325 


0.0419 


0.0519 


0.0494 


0.0505 








| 
| 


(),00572208 


0004470375 


0,.005763345 


0,007 138845 


0,00679497 


().006946275 | 


| 


0.5) 


0,65 


(),.62 


0.69 


0,68 





0.51 °/5 


0.64 P n) 


0.69 ° 0 









B 












Stic kstoff 


Analytisch: 
















— | Angew. Fleischsubstanz | entspr ; N ihe Mit 
= g Lauge | g fr. Tr.-S 
| | 
| | 
| 1) 0,6927 Ifttr. | | 
0,6224 Tr.-S. | | 
- 0.5928 afr. Tr.-S. | 29,500 F | (),09086 15,33 
2) 00,6634 Ifttr. | | 
0.5961 Tr.-S. | | 
xy - 0.5677 afr. TrS. | 28,200 F | 0,086856 15,30 
3) 0,685 Ifttr. | | 15.31 
= 06157 TreS. | | 
= 0.5864 afr. Tr.-S. | 29,050 F | 0.08947 15,26 
4) 0.7147 Ifttr. | 
= 0,6422 Tr-S. | | 
- 0.6116 afr. Tr.-S. | 30,45 F | 0,093786 15,34 | 


























tische ‘Belege (Fortsetzung). 


Schwefel 


Anvew. Fleischsubstanz | BaSO S 
Ange C c 4 | | der | Mitte! 


¢ g | g | afr. Tr.-S. 








3206 Ifttr. 
1.1866 Tr.-T. 
- 1.1301 afr. Tr.-S. 0,0466 | 0,.00640983 
1.2907 Ifttr. 
- 1.1597 Tr.-S. | 
1.1045 afr. Tr.-S. 0.0446 0,00613473 

















































Zur Kenntniss der Ehrlich’schen Dimethylamido- 
benzaldehydreaction. 
Von 
Dr. Proéscher. 


Mit einer lithographischen Tafel. 


_— 


(Aus dem Institut fiir experimentelle Therapie in Frankfurt a. M. 


(Der Redaction zugegangen am 2. December 1900.) 


Vor etwa zwei Jahren beobachtete Ehrlich. dass 
normaler Harn bei Zusatz von Dimethylamidobenzaldehyd in 
saurer Losung eine schwache Rothfiirbung zeigt. Auf Ver- 
anlassung von Geh. Rath Ehrlich habe ich versucht. den 
dieser Reaction zu Grunde liegenden Bestandtheil des Harns 
zu isoliren. Im Voraus mochte ich mittheilen, dass von den 
bekannten bestandtheilen des Urins keiner die Reaction zeigt 
und der isolirte Kérper einen bis jetzt unbekannten Bestandtheil 
des normalen Harns bildet. Ehe ich zur Beschreibung der 
lsolirung dieses Koérpers tibergehe, modchte ich etwas  niher 
auf den Chemismus der Reaction eingehen. Die Reaction mit 
dem Dimethylamidobenzaldehyd verliuft im Sinne folgender 
Gleichung : 

CHC, Oly +-1H1,X = C,H, - (Cis) + Hy0 

‘HO Cai = X 

Die Aldehydgruppe reagirt wahrscheinlich mit einer 
Methylen- oder Amidogruppe des noch unbekannten Korpers. 
Zur Ausfihrung der Reaction bedarf man einer etwa. 2°/oigen 
salzsauren Losung von Dimethylamidobenzaldehyd. !) 


1) Der Dimethylamidobenzaldehyd war von Geigy & Co. in Basel 


bezogen. 
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Von dieser Loésung fiigt man einige Tropfen dem Urin 
zu: nach wenigen Secunden fiirbt sich der Harn je nach der 
Menge des vorhandenen Korpers sehwach oder’ stark hell 
kirschroth. Im normalen Urin schwankt die Intensitiit der 
Reaction sehr betriichtlich, fehlt aber nur sehr selten. Man 
kann den rothen Farbstoff sehr leicht mit Di- oder Epichlor- 
livdrin ausziehen: ebenso mit Chloroform, in dem er aber etwas 
schwerer lOslich ist. Als Contrastprobe!) kann man auch noch 
folgenden Versuch anstellen: Man nimmt gleiche Volumina Harn 
in zwei Reagensgliisern, gibt in das eine einige Tropfen Formalde- 
hyd, schiittelt gut um und fiige dann zu beiden Dimethylamido- 
benzaldehyd zu. Der mit Formaldehyd versetzte Harn behiall 
seine urspringliche Farbe, wiihrend der andere schon roth 
gefarbt ist. Durch Zufiigen von Formaldehyd ist die Gruppe, 
die mit dem Aldehydrest reagirt, verstopft worden, kann also 
mil dem Dimethylamidobenzaldehyd nicht mehr in Action 
treten. Die Condensation liisst sich mit jedem Aldehyd aus- 
lihren, doch eignen sich zur Farbenreaction nur solche Alde- 
hyde, die einen aromatischen Rest und auxochrome Gruppen 
enthalten, wie dies beim Dimethylamidobenzaldehyd der Fall 
ist. Auch das Chlorderivat des Dimethylamidobenzaldehyds 
ist zur Reaction geeignet. Diiithylamidobenzaldehyd zeigt im 
Vergleich zum Dimethylamidobenzaldehyd eine viel schwiichere 
Rothfiirbung. 

Zur \solirung dieses Koérpers kommt normaler Harn 
nicht in Betracht, da die Mengen desselben zu gering sind 
und viele Hunderte Liter von Harn nothwendig waren, um 
hur einige Centigramme des Korpers zu erhalten. Durch 
zahlreiche Untersuchungen pathologischer Harne habe ich 
gefunden, dass der Urin von Kranken, die an Typhus, Phthise, 
chronischen Enteritiden ljeiden, die Reaction in verstirktem 
Maasse gibt und zur Gewinnung des Kérpers sich am_ besten 
eignet. Man verarbeite nur Harne, die eine starke rothe 
Reaction geben. Von der direkten Isolirung des Korpers 


1) Dieser Versuch ist unabhiingig von uns von Prof. Nicolaier 


in Gottingen gefunden worden, wie er uns brieflich mitgetheilt hat. 








922 
habe ich abgesehen, da brauchbare Extractions- und Fiillungs- 
mittel fehlen. Mit Amylalkohol kann man aus dem Harn, 
nach Siittigung mit Ammonsulfat, denselben theilweise aus- 
schiitteln, doch ist diese Methode zur Gewinnung groésserer 
Quantitiiten ungeeignet. Ich habe deshalb  versucht, den 
rothen Farbstoff zu isoliren und den unbekannten Korper 
vom Dimethylamidobenzaldehyd abzuspalten, sobald grossere 
Mengen desselben mir zur Verfiigung stehen. Der neue 
Harnbestandtheil kommt selbst in pathologischen Fallen, wo 
er gegen die Norm bedeutend vermehrt ist, doch immer in 
sehr geringer Menge vor, so dass zur Gewinnung von ca. 1 g 
des Farbstoffes ca. 100 Liter Harn, der die Reaction stark 
geben muss, nothwendig sind. 

Zu 3 Liter Harn setzt man 20-—-30 ccm. Dimethylamido- 
benzaldehydlésung,') gibt 100 ccm. concentrirte Salzsiiure zu, 
liisst einige Zeit stehen, siittigt die Fliissigkeit mit Ammon- 
sulfat und schiittelt mit Chloroform aus. Das Chloroform 
wird im Scheidetrichter vom Harn getrennt und ein-_ bis 
zweimal mit gesittigter Ammonsulfatlosung gewaschen. Die 
beim Schiitteln mit Chloroform entstehende Emulsion verar- 
beitet man am besten folgendermassen : 

Nachdem die Chloroforml6sung mit gesiittigter Ammon- 
sulfatlosung gewaschen und von derselben getrennt ist, gibt 
man frisches Chloroform zu und schiittelt: gut durch. Die 
vom Chloroform eingeschlossene Fliissigkeit trennt sich dann 
glatt von derselben und wird im Scheidetrichter abgetrennt. 
Vollkommen wird der rothe Farbstoff nicht extrahirt, geringe 
Mengen desselben bleiben noch in der Fliissigkeit zuriick. 
Nachdem die Chloroformausziige vereinigt, filtrirt man durch 
ein trockenes Faltenfilter und trocknet die Chloroforml6sung 
mit geschmolzenem Glaubersalz. Nachdem dasselbe getrock- 
net ist, filtrirt man, wiischt das Glaubersalz mit geringen 
Mengen Chloroform nach und dunstet dasselbe im Vacuum 
bei ca, 35—40° ab. Ist die Hauptmenge desselben abge- 


1) Man lost ea. 20 g Dimethvlamidobenzaldehyd m= d00) cem. 
5c d D 
concentrirter Salzsiure und gibt dann 500 ccm destillirtes Wasser zu. 
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dunstet, so bringt man den Rest desselben in flache Schaalen 
und lasst denselben im Vacuumexsiceator, der mit Paraffin 
und Schwefelséure beschickt ist, absorbiren. Die vollkommen 
trockene, krystallinisch erstarrte Masse, die den rothen Farb- 
stoff einschliesst, und die der Hauptmenge nach aus unveriin- 
dertem Dimethylamidobenzaldehyd besteht, wird fein zerrieben 
und mit Ligroin ausgezogen. Nach 3-——-4maligen Ausziehen 
mit Ligroin gibt man Toluol oder Benzol zu und extrahirt 
damit so lange, bis dasselbe beinahe farblos ist. Der Farb- 
stoff hinterbleibt als schmierige, dunkelrothe Masse, die noch 
geringe Mengen Dimethylamidobenzaldehyd_ einschliesst. Nach- 
dem das Toluol oder Benzol mit Aether verdriingt ist, lost 
man den Riickstand in wenig Alkohol, worin er sich mit 
dunkelkirschrother Farbe leicht list. Um = geringe Mengen 
Dimethylamidobenzaldehyd, die mit in die alkoholische Lésung 
iibergehen, zu entfernen, wird der rothe Farbstolf ausgefiillt. 
Man stellt sich zuniichst ein Gemisch von einem Volumen 
Ligroin, 2 Volumen Benzol oder Toluol und 2 Volumen 
Aether her. Diese Mischung gibt man dem in moglichst 
wenig Alkohol gelésten rothen Farbstoff zu, schittelt gut 
durch und liisst zwei bis drei Tage im Dunkeln — stehen. 
Die Hauptmenge des Farbstoffes ist nach zwei Tagen voll- 
kommen ausgefallt und klebt an den Wandungen des Ge- 
lasses fest. Man giesst die schwach roth gefarbte Losung 
ab, spilt mit Aether nach, lést den rothen Farbstoff in’ ab- 
solutem Alkohol, filtrirt und dunstet den Alkohol im Vacuum 
liber Phosphorsiureanhydrid vollkommen ab. Zur vollkommenen 
Entfernung des Dimethylamidobenzaldehyd fiallt man den Farb- 
stoff mit dem Ligroin-Toluol-Aethergemisch zweimal aus. Der 
Vacuumexsiceator muss dunkel gehalten werden, da der rothe 
Farbstoff durch das Sonnenlicht leicht zerst6rt wird. Nach 
[—2 ‘Tagen ist der Alkohol verdunstet und haftet der Farb- 
stoff als diinne Haut an dem Glas. Zur leichteren Entfernung 
desselben von der Glasschaale stelli man dieselbe in 
den Trockenkasten und lisst die Temperatur nicht tber 
70° steigen. Nach 1—2 Stunden ist die letzte Spur Alkohol 
verschwunden und man kann mit einem = dtinnen = Glas- 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XXXII. 34 
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spatel den rothen Farbstoff leicht abkratzen. Um ihn vollkommen 
zu trocknen, verreibt man denselben im Achatmo6rser zu einem 
feinen Pulver und trocknet bei 70° bis zur Gewichtsconstanz. 
Der Farbstoff ist in Alkohol, Chloroform, Essigsiiure, Epi- und 
Dichlorhydrin leicht loslich, schwerléslich in Wasser, unléslich 
in Benzol, Toluol, Ligroin und Aether. Mit alkoholischer Pikrin- 
siiureldsung wird er als amorpher braunrother Niederschlag 
ausgefiillt. In Ammoniak und Kalilauge ist er mit gelber Farbe 
loslich, neutralisirt man die alkalische Loésung mit Salzsiure 
oder Essigsiiure, so erscheint die rothe Farbe wieder. Durch 
Kochen mit concentrirter Salzsiiure oder verdiinnter Schwefel- 
siiure wird der Farbstoff sehr langsam zersetzt. mit Zink 
und Salzsiiure vollkommen zerstort. 

Die Elementaranalyse des rothen Farbstoffes ergab fol- 
cende Werthe : 

1) OL106 : 


O.1376 ¢ 


~- 


Substanz gaben 8 ccm. N bei 755 mm. und 16° 
0.2842 CO, 
und 0,0888 H,O. 
2) 0.053% «© Substanz gaben 3.95 cem. N bei 764 mim. und 16,9° 


= 


NOZ16 0,0651 CO, 
und 0.0198 H,0O. 
I) 2) 
C 36,31 9 96,199 o 
He = 7,23°%o 696° o 
N 839% 862%. 


Die daraus berechnete Formel C,H, ,0,N, fiir eine solehe 
Formel berechnet C 56,49°/0, H 7,06° 0, N 8,28°%/o. 

Die Molekularbestimmung ergab 275, die theoretisch 
herechnete 170. 


1, Angewandte Substanz 0.3198 2) Angewandte Substanz 0,133 
Siedepunkterhéhung — 0,079 Siedepunkterh6hung — 0,04 
Losungsmittel (Alkohol) 17,28 Lisungsmittel (Alkohol) 13,6 
Molekulargewicht 269. Molekulargewicht 281. 


Durchschnitt : 275. 

Wie aus der experimentell gefundenen Molekulargewichts- 
bestimmung zu ersehen ist, muss die einfache Formel ver- 
doppelt werden, ergibt sich also zu C,,H,,O,N,. Das Molekular- 
gewicht fiir eine solche Formel berechnet gleich 340. Das 
durch den Versuch gefundene Molekulargewicht stimmt mit 
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dem theoretisch berechneten Werthe nicht ttberein. Der Grund 
fiir diesen Fehler liegt wohl darin, dass geringe Mengen des 
Farbstoffes ungelést blieben und so die Bestimmung zu niedrig 
austiel. Welche Formel kommt nun dem neuen Korper = zu? 
Betrachten wir zuniichst den Verlauf der Reaction niiher, so 
linden wir, dass der Dimethylamidobenzaldehyd sich mit dem 
unbekannten Korper unter Wasseraustritt zu dem rothen 
farbstolf vereinigt. Wir brauchen also nur den Rest C,H,,N 
‘Dimethylamidobenzaldehyd —O) von C,,H,,O,N, abzuziehen 
und 2 Atome Wasserstoff dazu addiren, um zu der Formetl 
des unbekannten Kérpers zu kommen. Die Formel ergibt sich 
dann zu C{H,.0,N.  Welche Constitution dem Korper zukommt, 
dariiber lassen sich vorliiufig nur Vermuthungen aufstellen. 
Die Formel C,H,,O,N steht der des Glucosamins C,H,,O,N 
am nichsten und unterscheidet sich nur durch einen Melr- 
gehalt von COH, von derselben. Ob der Korper ein Formyl- 
glucosamnin oder das Acetylderivat des noch unbekannten 
Pentosamins darstellt. dariiber miissen weitere Untersuchungen 
entscheiden. 

Zum Sehlusse fiige ich noch die spektroskopische Unter- 
suchung des rothen Farbstoffles an, die ich der Giite des 
Herrn Dr. Formanek in Prag verdanke und dem ich auch 
an dieser Stelle bestens dafiir danke. Herr Dr. Formanek 
theilte mir dariiber Folgendes mit: Als ich die LO6sung in die 
Kprouvette gebracht und vor den Spalt des  beleuchteten 
Spektroskops gestellt habe, so beobachtete ich ein Absorptions- 
spektrum mit drei Stufen, und zwar auf 4 559, 2 5100 und 
2. 492 (der stiirkste Streifen). Es war die erste Phase des 
Spektrums. Allmiihlich aber iinderte sich das Spektrum von 
selbst. Die Stufe 4 510 wurde stéirker und die Stufe 2 492 
wurde schwiicher (Il. Phase), bis endlich nach liingerem Stehen 
die Stufen 2 559 und 4 492 verschwanden, wahrend die Stule 
2 510 in verstiirktem Maasse stehen blieb (Il Phase). [ch 
habe die Flasche im Dunkeln aufbewahrt und die Loésung 
nach einigen Tagen wieder untersucht; der Vorgang war der- 
selbe und das Spektrum iinderte sich genau wie im ersten 
Kalle. leh kann mir diese Erscheinune nur dadurch erkliiren, 
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dass vielleicht in Folge der Durchstrahlung mit dem starken 
Lichte durch die Eprouvette der Farbstoff sich veranderte und 
dadurch sein Spektrum. Die Lésung war rosaroth und 
fluorescirte griin. Als ich diese LOsung mit verdiinnter Salpeter- 
siure versetzte (auf 5 ecm. Farbstofflosung 3 Tropfen Salpeter- 
siure 1:3), so wurde die Farbe intensiver und die Fluorescens 
verschwand. Im Spektrum zeigten sich 2 starke Absorptions- 
streifen auf 2 559 und 2 492. Nach Zusatz von verdiinntem 
Ammoniak (specifisches Gewicht 0,96, 1:5), und zwar auf 
2 ecm. Farbstofflésung 3 Tropfen Ammoniak, wurde die Fliissig- 
keit orangegelb und im Spektrum zeigte sich ein schwacher 
Streifen auf 592,7. 

Nach Zusatz von alkoholischer Kalilauge (1:10) wurde 
die Fliissigkeit gelb und es zeigte sich im Spektrum eine Stufe 
auf 2 492. 

In der Zeichnung 4 559 = 11,25 der Millimeterskala 

A 510=— 13,90 » 2 
2 492 — 15,05 » 


















Ueber das Jodprodukt des Oxyhamoglobins. 
Von 
Privatdocent Dr. D. Kurajeff. 


Aus dem physiol.-chemisch, Laboratorium von Prof. A, Danilewsky zu St. Petersburg. 


(Der Redaction zugegangen am 4. December 1900.) 


Das Studium der Jodirungsprodukte verschiedener Eiweiss- 
stoffe bietet, wie aus Untersuchungen mehrerer Autoren hervor- 
ceht, ein Interesse in mehrfacher Hinsicht, insbesondere fiir 
die chemische Charakterisirung verschiedener Eiweissformen, 
da ja der Unterschied in der Jodaufnahmefiihigkeit der einzelnen 
Kiweisskorper in direkter Abhangigkeit von ihrer chemischen 
Zusammensetzung stehen muss. Besonderes Interesse in dieser 
Hinsicht haben selbstverstiindlich Jodprodukte gut — indivi- 
dualisirter d. h. krystallisirter Eiweisskorper. Prof F. Hof- 
meister’) hat als erster das Jodprodukt des krystallisirten 
Kieralbumins dargestellt und analysirt; dann studirte ich®) naher 
in seinem Laboratorium die Bedingungen der Jodirung = kry- 
stallisirter Eiweissstoffe und beschrieb das Jodprodukt des 
krystallisirten Serumalbumins. 

Es blieb also noch, das Jodprodukt des dritten kry- 
stallisirenden Eiweisskérpers, niimlich des Oxvhiimoglobins, 
darzustellen. 

Nachdem F. Blum und W. Vaubel®) und ich, unab- 
hingig von einander, gezeigt hatten, dass die Jodirung der 
Liweissstoffe auch bei neutraler oder schwach alkalischer 


1) F. Hofmeister, Zeitschr. f. phys. Chemie. Bd. XXIV, 5. 159, 1898 

2) D. Kurajeff. ibidem, Bd. 26, S. 462, 1899. 

3) EF. Blum ou. W. Vaubel. Journal f. prakt. Chemie, N. F 
Bd. S57, S. 365, 1898. 
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Reaction geschehen kann, ergab sich die Moglichkeit, das 
Qxvhiimoglobin bei fiir das Intactbleiben seines Molekiils 
viinstigen Bedingungen der Jodirung zu unterwerfen. In der 
Litteratur, soviel ich weiss, gibt es nur eimen Versuch von 
oJ. Hopkins und 8. N. Pinkus,') das Oxyhimoglobin des 
Hundes zu bromiren. Bei der Bromirung des Hundeoxyhiimo- 
globins haben die Autoren einen flockigen braunen Niederschlag 
erhalten, der sich sogar in kaltem Alkohol leicht l6ste und 
aus alkoholischer Lésung durch Aether ausgefiillt werden 
konnte. Im Filtrat vom Bromprodukt des Oxyhiimoglobins 
haben die Verfasser das Vorhandensein von BrFe_ constatirt, 
der Niederschlag selbst aber enthielt 0,833—O0,41°/o Fe dh. 
eine Eisenmenge, die dem = Eisengehalt des Hundeoxvhiimo- 
globins selbst sehr nahe steht. 

Ich machte auch einen Versuch, das Pferdeoxyhamo- 
globin zu jodiren, und analysirte das erhaltene Jodprodukt 
des Oxyhiimoglobins, das ich der Kiirze wegen . Jodhamoglobin 
nennen werde. 


I. 


Darstellung des Jodhdimoglobins. 

Das krystallisirte Pferdeoxyhiimoglobin wurde im All- 
gemeinen nach der Hoppe-Seyler’schen Methode dargestellt: 
im Einzelnen folgte ich der Beschreibung des Darstellungs- 
verfahrens, die in der Arbeit von D. Lawrow?) angefihrt 
worden ist. Die zuerst erhaltenen Krystalle von Oxyhamo- 
globin wurden noch zweimal umkrystallisirt. Das von mir 
angewandte krystallinische Oxyhiimoglobin besass alle typischen 
Kigenschaften. Fiir die Jodirung des Oxyhamoglobins benutzte 
ich in einigen Versuchen die Blum-Vaubel sche Methode, 
d. h. ich less Jod in KJ-Lésung in Ueberschuss auf die 
wiisserige LOsung von Oxvhiimoglobin bei Anwesenheit von 
iiberschiissigem Natriumbicarbonat reagiren: die Reaction der 
Kliissigkeit wurde durch Hinzuftigen von Natriumbicarbonal 


1) F.J. Hopkins u.S.N. Pinkus, Ber. d. deutsch. chem. Gesellsch.. 
31, 8. 1311, 1898, 
2) D. Lawrow., Zeiltschr. f. physiol. Chemie, Bd. XXVI, 8. 343, 1898. 
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immer schwach alkalisch erhalten. In anderen Versuchen 


benutzte ich diejenige Jodirungsmethode, welche ich in meiner 
friiheren Arbeit hauptsichlich angewandt hatte, nimlich, ich 
verwandte einen Ueberschuss von Jod in Jodkaliumlésung in 
Gegenwart von einer bestimmten Menge KJO,. Um _ alle 
Bedingungen, die auf das Intactbleiben des Oxyhiaimoglobins 
schiidlich einwirken kOnnen, zu beseitigen, fiihrte ich die 
Jodirung bei Zimmertemperatur im Laufe von  mehreren 
Tagen aus. 

Bei der Jodirung des Oxyhiimoglobins erschien sehr bald 
‘in einigen Minuten) ein flockiger schwarzbrauner Niederschlag, 
der sich bald auf dem Boden des Gefiisses sammelte. Nach 
einigen Tagen wurde die tiber den Niederschlag stehende 
liissigkeit nur schwach gelbgriinlich gefiirbt und zeigte kein 
bestimmtes Spectrum (etwa des Oxyhimoglobins oder des 
Hiimatins). Das Filtrat vom Niederschlag beim Hinzufiigen 
vom gleichen Volumen gesiittigter Ammonsulfatl6sung gab 
entweder nur eine minimale Triibung, oder aber Anfangs 
sogar keine ‘Triibung: nur bei langdauerndem Stehen der 
Probe erschien eine kleine Menge von zarten, braunen 
Klockchen. Der abliltrirte Niederschlag des Jodprodukts des 
Oxyhiimoglobins wurde zur Bbeseitigung von tiberschtissigem 
JK und J zuerst gut mit Wasser gewaschen. Da der Nieder- 
schlag sich in verdtinntem Ammoniak als fast unléslich erwies, 
loste ich ihn behufs weiterer Reinigung von beigemischten 
J und JH in verdiinnter NaHO (1—3°/o).. Man muss bemerken, 
dass Niederschliige, welche nach der Blum-Vaubel schen 
Methode dargestellt wurden, sich sogar in 3°/oiger NaHO nur mit 
grosser Schwierigkeit l6sten und zur Aufl6sung bei Zimmer- 
temperatur 2—3 Tage forderten. Die nach der Methode mit 
KJO., erhaltenen Niederschliige lOsten sich dagegen viel leichter, 
als die ersten, sogar in 1—-2°/oiger NaHO. Die alkalischen 
Losungen der Niederschliige wurden sogleich mit emem 





kleinen Ueberschuss von Essigsiiure gefiilllt: die erhaltenen 
Niederschliige wurden mit Wasser, Alkohol und Aether bis 
zum volligen Verschwinden der Jodreaction sorgfiiltig gewaschen. 
In einem Falle léste ich den nach der Blum-Vaubel’schen 


































Methode erhaltenen Niederschlag (Prip. 3) nicht in Natron- 
hydrat, sondern wusch thn nur mit Wasser, Alkohol und 
Aether durch, bis die Waschfliissigkeiten keine Jodreaction 
mehr gaben. Die Darstellung und Analyse des auf diese 
Weise erhaltenen Niederschlages war von Bedeutung wegen 
des Vergleichs mit anderen mit Alkali behandelten Priparaten 
von Jodhaimoglobin. Die gleiche Darstellungsweise (ohne 
Alkali) fiihrte bei einem nach der Methode mit KJO, dar- 
gestellten Praparat von Jodhimoglobin nicht zum Ziele, weil 
die Waschiliissigkeiten ungeachtet des sorgfilltigen und sehr 
langdauernden Auswaschens mit Wasser, Alkohol und Aether 
immer merkliche Spuren von freiem Jod (resp. JH) enthielten. 

Deshalb beschriinkte ich mich auf die Analyse nur des 
oben erwiihnten Priiparats 3. 

Die Praparate von Jodhimoglobin, deren Reinigung 
mittelst Alkali ausgefiihrt wurde, gaben zuerst keine Jod- 
reaction beim Schiitteln mit) verdiinnter Schwefelsiure — bei 
Anwesenheit’ von KNO, und Chloroform: nur nach = langem 
Stehen erschienen Spuren von Jodreaction. Das nicht mit 
Alkali bearbeitete Priiparat zeigte unter den erwihnten Be- 
dingungen ziemlich bald eine Jodreaction, d. bh. es erschien 
eme scehwache Rothviolettfirbung des Chloroforms. 

lim eime Vorstellung von dem Verhalten des Hiimatins 
zur Jodirung zu bekommen, machte ich in dieser Richtung 
einen Versuch. Das Hiimatin wurde von mir aus dem nach 
Schalfejeff!) erhaltenen krystallisirten Hiimin dargestellt. 
Obgleich dieser Versuch, wie es aus den weiter angefiihrten 
Analysen hervorgeht, nicht) gelungen ist, will ich ihn nicht- 
destoweniger im Folgenden zusammen mit der ausfiihrlichen 
Schilderung des Darstellungsverfahrens der drei von mir zur 
Analyse angewandten Priiparates von Jodhimoglobin — be- 
schreiben. 

Priparat 1. 

Zuwv Losung von ea. 50 @ rohem Oxvhémoglobin in 

Il} | Wasser wurde nach und nach 20 ¢ J. 30 ¢ KJ und 
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NaHCO, in Ueberschuss zugesetzt; die Reaction wurde immer 
schwach alkalisch erhalten. Die Mischung blieb 16 Tage bei 
Zimmertemperatur stehen. Schon nach einigen Minuten 
bildete sich in der Fliissigkeit ein flockiger schwarzbrauner 
Niederschlag. Die Fliissigkeit wurde hiiufig umgeriihrt. Nach 
i6 Tagen wurde der Niederschlag abfiltrirt;: das schwach 
eriinlichgelb gefirbte Filtrat enthielt einen Ueberschuss von 
lreiem Jod, gab kein bestimmtes Spectrum, mit gesiittigter 
Losung von Ammonsulfat (mehr als das gleiche Volumen) 
gab es nur eine minimale Triibung, die sich nach langem 
Stehen in zarte braune Fléckchen verwandelte. Der mit 
Wasser ausgewaschene Niederschlag wurde mit Schwierigkeit 
im Laufe von 3 Tagen in 3°/o NaHO geldst. Beim Liésen 
des Niederschlages entwickelte sich eine nicht unbedeutende 
Menge von Glasbliischen, die feuchtes rothes Lakmuspapier 
blau farbten. Die erhaltene braunrothe alkalische L6sung 
des Niederschlags wurde abfiltrirt und mit kleinem Ueber- 
schuss von Essigsiiure ausgeftillt. Der Niederschlag wurde 
abfiltrirt, das Filtrat war nur schwach = griinlichgelb gefarbt 
und enthielt nur Spuren von Eiweiss (Probe mit 5O,(NH,),). 
Der Niederschlag wurde mit Wasser, Alkohol und Aether so 
lange gewaschen, bis die Reaction auf Jod (resp. JH) voll- 
stiindig verschwunden war. 


Priiparal 2. 

Verwendet wurden ca. 50 g rohes Oxyhimoglobin, 15 J g, 
30 ¢ JK, 2 g KJO, und ca. 14/2 Liter Wasser. Die Mischung 
stand bei Zimmertemperatur 18 ‘Tage. Darauf wurde der 
gebildete Niederschlag abfiltrirt: das sehwach  griinlichgelb 
gefarbte Filtrat enthielt einen grossen Jodiiberschuss, zeigte 
keine Absorptionsstreifen: bei Zusatz von etwa_ gleichem 
Volumen gesittigter Ammonsulfatlisung entstand zuerst keine 
Tribung: erst nach einem Tage bildeten sich zarte braune 
ll6ekchen. Der Niederschlag wurde mit Wasser ausgewaschen. 
in 1° oigem Natronhydrat gelOst und die Lésung nach 11/2 Tagen 
abfiltrirt. Die Lésung dieses Niederschlages in Alkali ging 
viel leichter vor sich, als diejenige des Niederschlages 1. Die 
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rothbraune alkalische Losung wurde mit kleinem Ueberschuss 
von Essigsiure gefillt: der gebildete Niederschlag wurde mit 
Wasser, Alkohol und Aether ausgewaschen. 

Praparat 5. 

Verwendet wurden ca. 25,0) feachtes Oxvhimoglobin, 
600 cem. Wasser, 7,0 J, 14.0 KJ und Natriumbicarbonat in 
Ueberschuss. Der Niederschlag bildete sich bei Zusatz von 
Jod fast sogleich. Die Mischung blieb bei Zimmertemperatur 
14 Tage stehen. Der Niederschlag wurde abfiltrirt und mit 
Wasser, Alkohol und Aether so lange gewaschen, bis keine 
teaction auf Jod (resp. JH) mehr auftrat. Verdtinnte Schwefel- 
siiture, die mit dem schon ausgewaschenen Niederschlage 
wiihrend 15 Minuten durchgeschiittelt und sodann  abfiltrirt 
wurde, gab keine Reaction auf Jod mit KNO, und Chloroform, 
Wenn man aber diese Reaction bei Anwesenheit des Nieder- 
schlages ausfiihrt, so tritt ziemlich bald eine schwache roth- 
violette Farbung des Chloroforms auf. 

Jodirung des Hiimatins. Eine kleine Menge (ca. 3,0) 
von krystallisirtem Héimin wurde nach Schalfejeff dargestellt. 
Das mit Wasser sorgfiiltig ausgewaschene — krystallinische 
Hiimin wurde in 1°/oiger NaHO gelést, die L6sung wurde abfiltrir! 
und mit 2° oiger H,SO, gefiillt. Der Niederschlag von Hamatin 
wurde mit Wasser ausgewasechen und in ea. 400 cem. NaHCO, 
velost, zur Losung wurde nach und nach 3.0 Jod und 6,0 Kj 
zugesetzt. Die ersten 6 Stunden stand die Mischung_ be) 
(y—DO C. und darauf eine Nacht ber 38° C. In der Fliissigkeit 
war kein Niederschlag, beim Ansiiuren mit Essigsiiure schied 
sich ein flockiger braunschwarzer Niederschlag aus: der 
Niederschlag wurde abfiltrirt (im Filtrat UVeberschuss von Jod), 
mit Wasser ausgewaschen, dann in 1°/oiger NaHO gelést und 
mit Essigsiiure gefillt. Der ausgefillte Niederschlag wurde 
mit Wasser, Alkohol und Aether so lange ausgewaschen, bis 
die Waschfliissigkeiten keine Jodreaction mehr zeigten. Der 
Alkohol l6st merkliche Mengen des Niederschlages auf. Das 
lufttrockene Jodprodukt des Hiimatins besass folgende Eigen- 
schaften. Es lost) sich sehr leicht in allen Alkalien. Die 




















alkalische Losung des Jodprodukts des Hiimatins zeigt den 
fiir Hamatin tvpischen breiten Absorptionsstreifen zwischen 
C und D (niher an D). 

Der mit Schwefelsiure etwas angesiiuerte Alkohol lést 
auch das Jodprodukt des Hiimatins und zeigt das charak- 
teristische Spectrum fiir saure Loésungen von Hiimatin. Walk 
und Barythvdrat geben gefiirbte Niederschlige in alkalischen 
Losungen von Jodprodukt des Hiimatins: verdiinnte Siiuren, 
wie z. Bb. 0O,5°%/oige Salzsiure, l6sen es gar nicht. CGesiittigte 
LOsungen von Ammonsulfat geben mit alkalischen nicht zu 
starken (noch durchsichtigen) Loésungen des Jodprodukts des 
Hiimatins einen flockigen Niederschlag, nur wenn sie in gleichem 
Volumen zugesetzt werden. 


IT. 
higenschuften des Jodhdmoglobins. 

beim ‘Trocknen an der Lutt wandelt sich das aus- 
gewaschene Jodhimoglobin in eine sehr feste Masse mit 
glinzendem, fast schwarzem Bruche um. Fein zerrieben stellt 
sich das Jodhimoglobin als braunschwarzes Pulver dar. Die 
mit Natronhydrat nicht gereinigten Priiparrte von Jodhiimo- 
globin losen sich ziemlich schwer sogar in 3—)° viger NaHO:; in 
verdinntem Ammoniak lé6sen sich nur Spuren von Substanz, 
in Soda und Natriumbicarbonat lOsen sich solche Priiparate von 
Jodhamoglobin fast gar nicht. 

Verdiinnte Siiuren sogar bei langdauernder Einwirkung 
losen nur Spuren von mit Alkali nicht gereinigtem Jodhiimo- 
globin. Alkohol beim Schiitteln mit) Jodhimoglobin nimmt 
nur Spuren einer gelbgriinlichen Fiirbung an, mit Schwefel- 
siiure angesiiuert aber fiirbt sich der Alkohol mehr oder 
weniger scharf. Die braunrothen alkalischen Lésungen von 
Jodhaimoglobin zeigen, wie es scheint, dasselbe Spectrum, 
wie diejenigen von Hiimatin. Alkalische Lésungen von .Jod- 
himoglobin geben mit Ca(HO), keinen Niederschlag, mit 
Ba\HO), aber geben sie eine Fiillung, die alle Eigenschaften 
des Jodhimoglobins selbst haben. Die mit Natronhydrat 
bearbeiteten nicht zu trockenen Priiparate von Jodhiimoglobin 

























losen sich leicht in allen Alkalien (NaHCO,, Na,CO,. NH,, 
NaHO; und auch in verdtinnter (0,590) Salzsaéure. Das 
Spectrum der sauren Losungen von Jodhiimoglobin scheint 
init demjenigen der sauren Losung von Himatin und Methiémo- 
vlobin (der scharfe) Absorptionsstreifen) zwischen C und D 
hither an Cy) identisch zu sein. Alkalische LOsungen von 
Jodhimoglobin, sowohl die gesiittigten, als auch die verdtinnten, 
werden sehr bald und quantitativ durch Zusatz von weniger 
ils dem halben Volumen gesiittigter Ammonsulfatlosung gefillt: 
das Filtrat vom schwarzbraunen Niedersehlag ist ganz farblos 
und enthalt kein Jodhiimoglobin. 

sorgtiltig angestellte vergleichende Versuche iiber die 
Ammonsulfathitlung von alkalischen L6sungen von Jodhimo- 
clobin, vom Jodprodukt des Hiimatins und auch des Hamatins 
selbst. gesondert von einander und in bestimmten Mischungen, 
haben vezeigt, dass die Priiparate von Jodhimoglobin kein 
freies beigemischtes Hiimatin oder sein Jodprodukt enthalten. 
bei den Bedingungen der Fiaillung mit Ammonsulfat, bei welchen 
das Jodhiimoglobin ziemlich rasch und vollstiéndig ausgefiilll 
wird, scheidet sich das Jodprodukt des Hiimatins aus der sogar 
viel stirker gefairbten Losung, als die Lésung von Jodhimo- 
elobin, lange Zeit gar nicht ab. Desgleichen bleibt das Jod- 
produkt des Hiimatins, mit dem Jodhimoglobin gemischt, bei 
“usatz von bestimmtem Volumen gesiittigter Ammonsulfat- 
losing fast volilstiindig in Losung., wiihrend das Jodhimoglobin 
-chon total ausgefallt ist. Ganz gleich, wie das Jodprodukt 
des Hiimatins, verhalt sich auch das Hiimatin selbst bei den 
besprochenen Bedingungen. 

lV. 

Verhalten des Jodhdmoylobins Lui Pepsin- Mid Trypsinverdawary. 
a) Kinwirkung der Pepsinsalzsiiture auf das 
Jodhiimoglobin. 

Den 12. October 1900. Ca. 2,0 Jodhimoglobin Priap. 1 
wurden mit} 100 com. 0.5° oiger CIH gemischt und die Mischung 
in «den Thermostat ber 57-—-40° C. gestellt. Nach éinigen 
Stunden trat schon eine merkliche Losung des Niederschlages 
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ein. Dann wurde der Fliissigkeit eime kleine Menge Pepsin 
Gribler zugesetzt. 

Den 13. October. Nach der Nacht ging der Niederschlag 
vollstandig in ganz klare, braunrothe Lésung iiber. Das 
Spectrum der Fliissigkeit: scharfer Absorptionsstreifen im Roth 
ind diffuse Verdunkelung in anderen Theilen. Die Fliissigkeit 
gibt starke Jodreaction mit H,S50,, KNO, und Chloroform. 

Den 14% October. In der Fliissigkeit bildete sich eim 
fener braunschwarzer Niederschlag. Bei Neutralisation der 
liissigkeit schied) sich ein schwarzbrauner Niederschlag aus, 
der sich bet weiterem Ansduren mit Essigsaure, oder noch 
besser mit Salzsiiure, wieder vollstiindig l6ste. Der Neutra- 
lisationsniederschlag besitzl alle Eigenschaften des Jodhiimo- 
globins. Das Fillrat vom Niederschlag ist rothbraun  getéirb! 
und gibt mit Ammonsulfat einen braunen Niederschlag. 

Den 19. October. Die Fliissigkeit wurde abfiltrirt: auf 
dem Filter blieb eine kleine Menge von sehr feinem braun- 
schwarzen Niederschlage. Die Untersuchung dieses Nieder- 
~chlages zeigte, dass er die Eigenschaften des Ilamatins be- 
sitzt und grosse Quantitél von Fe und J enthiélt. Das Filtrat 
vom Niederschlag wurde bis nahezu saurer Reaction neutra- 
lisirt, dabei bildete sich ein flockiger, schwarzbrauner Nieder- 
schlag, der im Allgemeinen alle Eigenschaften des .lodhimo- 
globins zeigte. Das Filtrat vom Neutralisationsniederschlag 
war braun gefiirbt, zeigte einen Absorptionsstreifen im Roth 
und enthiell. wie das sich aus weiteren Untersuchungen heraus- 
~tellte, eine Mischung von verschiedenen Albumosen mit den 
Resten vom nicht vollig ausgefiillten Jodbimoglobin, Hiimatin 
(resp. seinem Jodprodukt) u. A. Gleich dem Préaparat 1 ver- 
halt sich zur Pepsinverdauung Prip. 3 und 2; nur lost) sich 
das Priiparat 2 viel leichter, schon direkt in 0,5°/oiger CIH ohne 
das Pepsin. Die Lésung des Priiparats 2 in 0,5°/oiger CII ts! 
ganz klar und braunroth gefiirbt und gibt keine Triibung 
wiihrend geraumer Zeit (mehr als ein Monat). Die Jodreaction 
(resp. JH) erscheint schon nach einem Tage nach dem Losen 
des Priiparats in 0,5°/oiger CIH, withrend die Jodabspaltung bet 
Anwesenheit von Pepsin viel friiher geschieht. Bei Neutra- 
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lisation der sauren Losung von Jodhamoglobin fallt ein 
brauner Niederschlag, der sich beim weiteren Ansiiuren sogar 
mit Essigsdiure wieder lost: bei Zusatz von 1/3 Volumen ge- 
sattigter Ammonsulfatlisung zur sauren L6sung von Jodhimo- 
globin bildet sich ein brauner flockiger Niederschlag und das 
Miltrat erscheint ganz farblos. Der Vergleichung wegen wurde 
noch ein) Versuch mit) Pepsin-Verdauung der rothen  Blut- 
korperchen gemacht (zur Zeit hatte ich leider kein reines 
Oxyhiimoglobin). In der Fliissigkeit’ bildete sich schon in 
einigen Stunden der Verdauung ein voluminéser braunschwarzer 
Niederschlag. Nach eimigen Tagen wurde der Niederschlag 
abfiltrirt und erwies sich als Hiimatin. Das Filtrat wurde nur 
refiirbt und zeigte kein bestimmtes 


ta 


schwach gelbegriiniich = ¢ 
Specttum, Nach neun Tagen der Verdauung wurde das Filtrat 
vom Niederschlag schon sehr scharf braunroth gefiirbt, withrend 
sein Spectrum nur Spuren von Hamatin zeigte. 

Die Losung des reinen Hiimatins, die viel sclhwiacher als 
das genannte Filtrat gefiirbt ist. zeigt scharf das specifische 
Spectrum, Man muss denken, dass das Hiimatin bei peptischer 
Verdauung theilweise veriindert wird und in saure Loésung 
Uibergeht. Dasselbe gilt wahrscheinlich auch fiir das Jod- 
produkt des Himatins, das sich bei peptischer Verdauung des 
Jodhimoglobins abspaltet. 

b) Trypsinverdauung des Jodhimoglobins. 

2.0 Jodhaimoglobin Prap. 1 wurden mit 100 cem.0,5°/oigem 
Na,CO, gemischt, zur Mischung wurde eine kleine Menge von 
Trypsin Griibler zugesetzt. Das Loésen geschah ziemlich 
bald: cle Fliissigkeit: ist braunroth gefiirbt, nicht unbedeutende 
Ammoniakentwickelung, scharfe Reaction auf Jod (resp. JH). 
Nach zwolftiigigem Stehen im Thermostat ber 37—40° C. blieb 
die Losung klar. Bei Neutralisation der Fliissigkeit mit Salz- 
sture bildete sich ein flockiger schwarzbrauner Niederschlag 
nur ber deutlich saurer Reaction. Es ist auffallend, dass der 
Niederschlag bet weiterem Zusatz von verdiinnter Salzsiure 
vollstiindig in Lésung iiberging, beim Hinzufiigen aber von 
Essigsiiure geschah kein vollstiindiges L6sen des Niederschlages. 
Wenn man zur alkalischen Lésung vom Neutralisationsnieder- 








schlag auf ein Mal eine grosse Menge von = starker Salzsiure 
hinzufiigt, so bildet sich ein feiner Niederschlag, der in der 
Siiure unldslich ist. Dasselbe Verhalten beobachtete ich auch 
fiir den Neutralisationsniederschlag aus pepsinsalzsaurer LOsung 
von Jodhiimoglobin. Der durch wiederholtes LoOsen in Alkali 
und Ausfiillen mit Siiure gereinigte Neutralisationsniederschlag 
erwies sich als eisen- und jodhaltig. Das Filtrat vom Neu- 
tralisationsniederschlag war braunroth gefiirbt und enthielt 
ein Gemisch von Albumosen und Farbstoffen. Ebenso verhiilt 
sich zur Trypsinverdauung auch das Praparat 3. Was das 
Verhalten der rothen Blutkorperchen zur ‘Trypsinverdauung 
aunbetrifft, so fallt nach mehrtigiger Verdauung beim Ansiiuren 
der alkalischen Fliissigkeit ein) braunschwarzer Niedersehlag 
von Hiimatin aus, das Filtrat ist nur schwach = gefiirbt und 
zeigt kein deuthches Spectrum. 

V. 

Kiementure Ausammensetzung des Jodhimoglobins. 

Die Priparate von Jodhimoglobin und das Jodprodukt des 
Hiimatins trocknete ich zuerst im Trockenschrank bei 100° C. 
daraul wurde die Temperatur auf 115—-125° C. erhoht. Nichts- 
destoweniger konnte ich die Priiparate wihrend langer Zeit 
bis zum constanten Gewicht nicht austrocknen. Die Praparate 
zeigten immer einen kleinen Gewichtsverlust. 

Da man durch langdauerndes Troecknen bet hoher Tem- 
peratur etwa wesentliche Veriinderungen des Jodhimoglobins 
erwarten konnte, so entschloss ich mich, fiir Elementaranalysen 
andere Praparate von Jodhimoglobin zu benutzen, die bis zur 
Gewichtsconstanz im Vacuumexsiceator ausgetrocknet waren. 

Das Priiparat vom Jodprodukt des Hiimatins, das— ich 
analysirt habe, wurde von mir lange Zeit bei 115—-125° C. 
getrocknet. zeigte immer einen merklichen Gewichtsverlust. 
Die Jodbestimmungen wurden von mir nach der Volhard- 
schen Methode ausgefiihrt, der Stickstoff wurde nach Kyjel- 
dahl-Wilfahrt bestimmt. die Bestimmung des Kohlenstoffes 
ind Wasserstolfes geschah durch Verbrennung im_ offenen 
Rohre mit Bleichromat, Kupferoxyd und vorgelegter reducirter 
Kupferspirale im Luft- und Sauerstoffstrome. 
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Der Schwefel wurde durch Schmelzen der Substanz mit 
Soda-Salpetergemisch bestimmt. Fiir Eisenbestimmung wurde 
die Substanz auch mit Soda-Salpetergemisch, das ganz eisen- 
lrel war, geschmolzen: die Schmelze wurde im Wasser, zu 
dem ein wenig Ammoniak zugesetzt wurde, gelést. Nach einer 
Nacht wurde der Eisenoxydniederschlag durch aschenfreies 
Filter abfiltrirt, ausgetrocknet und verbrannt: die Asche wurde 
beim Erwiirmen mit Salzsiiure extrahirt, die saure Eisen- 
chloridlésung wurde mit Ammoniak gefillt u. s. w. Die Analysen 
saben folgendes Resultat : 

Priiparat ft. 
I. 03892 gaben 0,047 498 Jo == 12.20°/o. 
2. O3B412 ,, 0,042 799 J = 12,54%o . 


} 
J 
14,51°. N 
N 


i 


» O2490 2. 0.036146 N = 
b O48R6H (0.063 407 N = 14.45 °/o 
» O26 0.4246 CO, = 47,53°%o C 
O.1454 H,O = 6,63°/o H 
6. 0.2396  . 04186 CO, = 47,642) C 
O1416 HO = 656° H 
Priparat 2. 
1. O4094 vaben 0.045 974 J = 11.239 J 
2. 038970 ,, 0.044196 Jo = 11,13°%o J 
3. 03056 .. 0,045311 N — 14.82% N 
t 60,244 ., 0036146 N = 14.77°/o N 
d. 02270 OMB CO. = 48,4690 € 
0.1450 H,Q = 7,09°/o H 
G6. 0,2030 ,, 0,3590 CO, = 486,23°%> C 
0.1298 H,O = 7,10°/o H 
7. 0,7585  ,. 0.0242 Ba8d, = 0,46°/o S 
8. 15976 ., 0.0084 Fe,0, = 0,37°0 Fe 
Priparat 3. 
I. 0.3700 gaben 0,040 767 J) = 11,02° 0 J 
2. 06716 ,, 0,062992 J = 11,02% J 
3. 0.2024  . 0.030031 N = 14.83% N 
4. OBOO8 —., 0,044500 N = 14.79%. N 
». 03088  ., 0.5392 CO, = 48,40°o 
0.1670 H,O = 611°. H 
6. OF880  ., 0,3348 CO, = 48.57%) C 
0.1010 H,O = 5,97°%o H 
7. 0.6478 —.. 0.0230 BaS0, = 00,4990 S 
322 0,0076 Fe,0,—= 0.31% Fe 
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Jodprodukt des Himatins. 








1. 0.2936 gaben 0,042 037 J 14351°%/o J 
2. O2546  .. 0,082 940 N 12.93°/o N 
3. O158 ., 0,02021)Fe,0, = 12.21% Fe 
Jod- 
Priip. I. 2. 3. = 
Hiamatins. 
Mittel | Mittel | | Mittel 
( t7.935 47,64 47,58) 48,46. 48,23 48.34) 48,40: 48.57) 48.48 
I 6.63: 6.56 659° 7.09 7.10) 7.09) GAL: 5.97 6.04 
J 12,20; 12.54) 12.37) 11,23: 11.13’ 11,18) 11,02; 11.02) 11,02) 14,31 
N | 14.451: 14.45) 14.48 14.82; 14.77 14,79) 14.83: 14.79) 14,81) 12.93 
= Ont4 O44 O49 O49 
He 0.37 0.37 O31 0.31 12,21 
Vi. 


Discussion der Resultate. 

Das von mir erhaltene Jodprodukt des Pferdeoxyhiimo- 
elobins stellt eine Substanz dar, die sich vom Oxvhimoglobin 
selbst schon durch seine schwere Léslichkeit sogar in 1—)” olgem 
Natronhydrat sehr scharf unterscheidet.. Das Jodprodukt des 
Oxvhiimoglobins fillt bald und, wie es scheint, vollsténdig 
sogar bei alkalischer Reaction der Fliissigkett aus: im Filtrat 
lindet sich nur eine ganz unbedeutende Menge eines Eiweiss- 
korpers. Vor Allem ist von Bedeutung, klar zu stellen, ob 
nicht das ausgefiillte Jodprodukt ein Gemisch von jodirtem 
Kiweiss (Globin) mit dem Hiamatin darstellt. Der von mir an- 
gestellte specielle Jodirungsversuch mit reinem Hiimatin zeigt, 
dass das Jodprodukt des Hiimatins bei alkalischer Reaction 

|| der Fliissigkeit sehr leicht loslich ist und bet der Jodirung 
nicht ausfallt. Weiter ist das Fillrat vom Jodprodukt des 
Oxyhimoglobins nur schwach gelbgriinlich gefirbt und zeigt 
kein bestimmtes Spectrum. Ausserdem zeigen die Versuche 
mit fractionirter Féllung durch Ammonsulfat des Jodhimo- 
vlobins und des Jodproduktes des Hamatins', gesondert von 


einander und gemischt, dass das Jodhimoglobin kein’ bei- 


1) Jie Fisenoxvdmenge wurde durch direkte Verbrennune bestimmt. 
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gemischtes Himatin enthalt. Weiter firbt sich die Natrium- 
bicarbonatlosung gar nicht bei langdauerndem Schiitteln mit 
dem Jodhamoglobin. Zuletzt spricht auch die Thatsache des 
leichten und vollstiindigen Lésens in0,5°/oigem CIH der mit Alkali 
bearbeiteten Priiparate des Jodhimoglobins (Priip. 1 u. 2) da- 
fiir, dass das Jodprodukt) des Oxyhimoglobins keine Bei- 
mischung von Himatin enthiilt: dasselbe zeigen auch die Ver- 
suche mit) Pepsinverdauung des Jodhiimoglobins. Also, auf 
Grund der angeftihrten Thatsachen muss man mit = grosser 
Wahrscheinlichkeit) schliessen, dass die Hiimatingruppe des 
Hiimoglobins bet Jodirung desselben keine Abspaltung von 
seinem Eiweissantheil (Globin) erfiihrt und das erhaltene Jod- 
produkt eine einheitliche Substanz darstellt. 

Der Gehalt des Jods und anderer Elemente in den Pri- 
paraten von Jodhimoglobin 2 und 3, die nach verschiedenen 
Methoden dargestellt und auf verschiedene Weise bearbeite! 
wurden, ist) fast derselbe. Nur unterscheidet) sich merklich 
das Praiparat 1 nach seiner Zusammensetzung von anderen 
Priparaten. Dieser Unterschied in der Zusammensetzung kann 
ganz gut durch die Alkalieinwirkung (3°/o NaHO)erklirt werden, 
weil ich schon friiher notirt habe, dass das Priiparat 1. sich 
sehr schwierig und nur nach langer Zeit (5 Tage) vollstandig 
in Alkali lOste: dabei wurde auch eine nicht unbedeutende 
Ammoniakentwickelung constatirt. Das Priparat 2 wurde da- 
gegen verhiiltnissmiissig leicht in verdiinnterem Alkali (1—2°/5 
NaH) gelost. 

Diese Alkalibehandlung hat, wie man aus den Analysen- 
Zahlen sieht, im Priiparat 2 keine wesentlichen Verinderungen 
der elementaren Zusammensetzung desselben im Vergleich mil 
derjenigen” des Priiparats 5, das mit Alkali nicht’ bearbeitet 
wurde, erzeugt. Die Analysenergebnisse zeigen also die Con- 
stanz und grosse Aehnlichkeit der Zusammensetzung der von 
mir erhaltenen Priiparate von Jodhiimoglobin. Die Beziehuny 
des Jodhimoglobins zur Muttersubstanz, d. h. zum Oxyhimo- 
vlobin, bietet ein Interesse. Da bis jetzt die elementare Zu- 
sammensetzung und die Formel des Pflerdeoxyhiimoglobin- 


noch micht festgestellt ist. so muss man zur Beurtheilung de: 














Beziehung des Jodprodukts zum Oxyhiimoglobin hauptsichlich 
nur das Verhaltniss CG: N in beiden benutzen. 


Im Oxyhimoglobin (von F. Sehulz)!) G:N = 3,673 
Jodhaimoglobin Priaip. 3 C:N = 3,819 
Priip. 2 G:N = 3,813 

Priip. | C:N = 3,833 

Globin (von F. Sehulz) C:N = 3.797 


Daraus sieht man, dass das Verhiiltniss G@:N in den von 
mir erhaltenen Jodprodukten des Oxyhiimoglobins im Vergleich 
mit demjenigen im Oxyhiimoglobin selbst merklich veriindert 
ist. Auffallender Weise ist das Verhiiltniss G:N im Jodhiimo- 
globin sehr nahe zu demjenigen im Globin von F. Schulz. 
Der Unterschied zwischen beiden Verhiiltnissen muss durch 
das Vorhandensein der Hiimatingruppe im Jodhiimoglobin be- 
dingt werden. 

Auf Grund der angefiihrten) Thatsachen muss man 
schliessen, dass das von mir erhallene Jodhiimoglobin das Jod- 
produkt keines ganzen Molektils des Oxyhiimoglobins darstellt. 
Man muss annehmen, dass sich beim Jodiren des Oxvhiimo- 
globins von demselben irgend eine stickstoffhaltige Substanz 
abspaltet. Es ist ganz moglich, dass die abgespaltene Substanz 
ein dritter stickstoffreicher albumosenartiger (nach F. Schulz) 
bestandtheil des Oxvhiimoglobins ist. Leider sind die Filtrate 
vom Jodhiimoglobin verloren gegangen, und ich untersuchte 
nicht niaher jenen scheinbar albumosenartigen Niederschlag, 
den ich immer, wenn auch in sehr kleiner Menge, beim = Zu- 
satz von gesiittigter Ammonsulfatlbsung zu den Filtraten be- 
kam. Ob beim Jodiren des Oxyhiimoglobins etwa_ theilweise 
Kisenabspaltung stattfindet. wie dies nach F. Hopkins und 
S. Pinkus (1. ¢.) beim Bromiren des Hundeoxyhiimoglobins 
der Fall ist, kann ich micht mit Sicherheit) behaupten. Die 
von mir erhaltenen Eisenwerthe§ fiir Jodhiimoglobin lassen 
darauf keine bestimmte Antwort geben, weil der Eisengehalt 
im Pferdeoxyhiimoglobin bis jetzt noch nicht festgestellt ist 
von 0.35 bis 0.47° 0). Im Hinblick aber auf moégliche Ver- 
luste bel der von mir'angewandten Methode fiir Eisenbestimm- 
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ung bin ich geneigt, zu vermuthen, dass alles Eisen des Oxy- 
himoglobins im Jodhimoglobin vorhanden sei. Es ware viel- 
leicht zu friihzeitig, die von mir erhaltenen Analysenwerthe ftir 
das Jodhimoglobin in einer Formel auszudriicken, wahrend 
dieselbe sogar fiir das krystallisirende Oxyhamoglobin selbst 
noch nicht aufgestellt ist. Die Jodaufnahmefiéhigkeit des Oxy- 
himoglobins (ca. 11°/o lod) steht sehr nahe zu der des 
krystallisirten Serumalbumins (ca, 12°/o Jod), mit welchem das 
Oxyhiimoglobin manche molekularphvsikalischen Eigenschatten, 
so die Loslichkeit in Wasser und die Féhigkeit, aus halb- 
vesitttigter Ammonsulfatlosung auszukrystallisiren, gemein hat. 
Obwohl auch die Hiimatingruppe des Jodhiimoglobins, wie dies 
unter Anderem auch aus den Pepsinverdauungsversuchen hervor- 
geht, das Jod enthilt, so muss man doch annehmen, dass die 
Jodaufhabmefiihigkeit des Globins selbst’ eigentlich derjenigen 
des krystallisirten Serumalbumins noch néher steht, wenn auch 
nicht die gleiche sein wird. 

Was das Verhalten des Jodhiimoglobins zur Pepsinver- 
dauung anbetrifft, so sprechen die von mir kiirzlich angettihrten 
Versuche, wie es scheint, dafiir, dass die Abspaltung der jod- 
haltigen Himatingruppe vom Jodhimoglobin schon im Stadium 
der Albumosenbildung geschieht. Bei der Trypsinverdauung 
des Jodhimoglobins konnte ich eine Abspaltung der Hamatin- 
gruppe mit ihren charakterisuschen Eigenschaften nicht con- 
statiren: der bei Neutralisation der Verdauungsfliissigkeit er- 
haltene Niederschlag Jéste sich immer vollstandig beim An- 
siiuren mit 0.5°/oiger CIH, withrend das freie Hiimatin oder das 
Jodprodukt des Hiimatins bei solechen Bedingungen unloslich 
ist. Jedenfalls bedarf das Verhalten des Jodhimoglobins, 
auch des Oxyhiimoglobins selbst und des Hiimatins zur Pepsin- 
und ‘Trypsinverdauung eingehenderen Studiums. 

Der Versuch, das Jodprodukt des Hiimatins darzustellen, 
ist, wie man aus Analysenzahlen sieht, nicht gelungen: das 
von mir erhaltene Produkt scheint nicht véllig jodirt und da- 
bei im Vergleich mit dem Hamatin selbst sehr yerandert zu 
sein. Ich beabsichtige, das Verhalten des Jodhimoglobins im 
ThierkOrper noch weiter zu untersuchen. 



































Zur Chemie der Paranucleinsaure 
Von 


P. A. Levene und C. Alsberg. 


Aus der physiologisch-chemischen Abtheilung des Pathologischen Instituts der 
New-Yorker Staatskrankenhiiuser.) 


(Der Redaction zugegangen am 10. Dezember 1900.) 


Durch die Untersuchungen von A. Kossel wurde fest- 
gestellt, dass die Nucleine von Eidotter und Kubmilch sieh von 
anderen Nucleinen dadurch unterscheiden, dass sie keine 
Xanthinbasen in ihrem Molekiile enthalten. Doch hat Altman 
die sauerreagirende Substanz, die er aus dem Eidotternucleine 
gewann, als eine echte, nur von Eiweiss verunreinigte Nuclein- 
siiure beschrieben. 

Spiiter widmete Milroy derselben Substanz eine griind- 
lichere Untersuchung und kam zu dem Schlusse, sie unter- 
scheide sich von der wahren Nucleinsaéure durch folgende 
Merkmale : 

1. Sie ergibt bei der Zersetzung mit Siiuren keine 
Xanthinbasen. 

2. Sie gibt keine Millonreaction, wohl aber die 
biuretprobe. 

3. Das Verhaltniss des P zu dem N ist ein anderes als 
bei den wahren Nucletnsiuren. 

Ferner muss erwiihnt werden, dass es bisher Niemandem 
gelungen ist, in dem Paranuclein des Eidotters eine Kohle- 
hydratgruppe nachzuweisen. 

Wiihrend die Nucleinsiuren nach den Untersuchungen 
von A. Kossel und A. Neumann Liivulinsiure liefern, waren 





























die Bemiihingen von Ruppel, aus dem Paranuclein eine 
Lavulinsiure zu gewinnen, vergeblich. 

Eine neue griindliche Untersuchung der sogenannten 
Paranucleinsiure schien uns sehr wiinschenswerth und = von 
dieser Absicht aus ist diese Arbeit unternommen worden. 

Das Material zur Gewinnung der Siture war <Avivetellin. 
Mit dem Namen «© Vitellin» bezeichnen wir die Paranucleo- 
verbindung des Eidotters. Es wurde auf folgende Weise 
sewonnen: 

Der Eidotter wurde mechanisch von dem Eiweiss getrennt, 
dann mit einem = gleichen Volumen 10°/oiger NaCl-Losung 
lichtig gemischt, mit Aether geschittelt und 24 Stunden 
stehen gelassen. Hierauf wurde der Aether abgegossen, die 
NaCl-Losung des Dotters wieder mit Aether geschiittelt: und 
liber Nacht stehen gelassen. Nachdem der Aether ungefiihr 
dreimal erneuert worden war. wurde die NaCl-Losung  voll- 
standig durchsichtig und less sich sehr leicht filtriren. Die 
Behandlung mit Aether wurde fortgesetzt, bis durch denselben 
nur wenig Farbstoff mehr entzogen wurde. Die NaCl-Lésung 
wurde dann in mindestens das 20fache Volumen Wasser 
gegossen und das Vitellin dadurch niedergeschlagen. 

Das oben schwimmende Wasser wurde sodann = ab- 


regossen und durch frisches ersetzt. Dieses Verfahren wurde 
mehrmals wiederholt. dann wurde das Vitellin  abfiltrirt, 
wieder in 10°/oiger NaCl-Lésung aufgelost und nochmals mit 
Aether in einem Scheidetrichter wie vorher geschiittelt. 

Die NaCl-Losung wurde dann filtrirt und das Vitellin 
durch einen grossen Ueberschuss von Wasser niedergeschlagen. 
Das Wasser wurde alsdann ein paar Mal erneuert, der Nieder- 
schlag abfiltrirt. Einige Priaparate wurden dann nur mit 
kaltem Alkohol und Aether extrahirt, andere auch mit heissem 
Alkohol und Aether, und diese Extraction wurde so lange 
fortgesetzt, bis beinahe nichts mehr entzogen wurde. Dies 
wurde unternommen, um zu priifen, welches das Verhialtniss 
des Lecithins gegeniiber dem Vitellin ist. 

Wie bekannt, wird seit Hoppe-Seyvler von den meisten 
Forschern angenommen, dass in dem Dotter das Vitellin mit 
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Lecithin in einer chemischen Verbindung ist. Andere dagegen 
wie Salkowski haben die Ansicht geiiussert, dass das 
Lecithin nur eine Verunreinigung sei. Kiirzlich hat sich auch 
T. Osborne zu Gunsten der Hoppe-Sevler’schen Anschauung 


ijwusgesprochen. 

Die Analvse unserer Priiparate zeigte, dass manche 
Priiparate, die liingere Zeit mit heissem Alkohol und Aether 
extrahirt waren, mehr Phosphor enthielten wie diejenigen, die 
nur mit kalten Extractionsmitteln behandelt waren. So zum 
Beispiel enthielten die nur mit kaltem Alkohol behandelten 
zwel Priparate 0,84°)o und 1,22%o P, und zwei von denen, 
die mit Alkohol und Aether gekocht waren, O,88°/o und 1,21 9 P. 

Wir haben vorliiulig aus iiusseren Griinden auf eine 
srundlichere Untersuchung der Frage verzichten  miissen: 
doch ist uns die Ansicht von Salkowski wahrscheinlicher 
wie die andere. Wir hoffen auf diese Frage zuriickzukommen. 

Zur Herstellung der « Avivitellinsiiure», wie wir die 
Paranucleinsiiure des Vitellins zu nennen vorschlagen, wurde 
gewOhnlich die ungereinigte Substanz benutzt, d. h. letztere 
wurde nicht ein zweites Mal in NaCl-Lésung aufgelost. 

Die Siure wurde gewonnen nach der Methode, welche 
schon einer von uns ver6ffentlicht hat. Das Vitellin wurde 
in Wasser aufgenommen (400 cem. wurden gewohnlich fiir 
das Vitellin aus 100 Eiern verwendet), hierauf ein halbes 
Volumen starkes Ammoniumwasser (25°/o) hinzugefiigt. Das 
Gemisch wurde ungefiihr 2 Stunden lang stehen  gelassen, 
dann allmiéhlich und langsam durch Essigsiure neutralisirt: 
es wurde Eis hinzugefiigt, um das Gemisch wihrend der 
Neutralisation kalt zu erhalten. Wenn die Reaction neutral 
oder beinahe neutral war, so wurde ein betrichtlicher Ueber- 
schuss von Pikrinsiiure zugegeben (ca. 100) ccm. einer 
gesittigten Losung) und dann noch mehr Essigsiiure, bis die 
teaction stark sauer war. Die Fliissigkeit wurde abfiltrirt, 
das Filtrat mit einigen Volumen Alkohol behandelt und dadurch 
ein Niederschlag gebildet. Dieser in Wasser lésliche Nieder- 
schlag konnte durch Essigsiure nicht wieder gefillt: werden. 
Die essigsaure Loésung dieser Substanz, in eine essigsaure 
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Losung von Albumosen gegossen, bildete einen Niederschlag. 
verhielt sich also ebenso wie die wahre Nucleinsiiure. 

Der erste Niederschlag durch Alkohol wurde in H,O 
wieder gelost und mit Essigsiiure angesiinert. Alsdann wurde 
einem abgemessenen kleinen Theil der L6sung Alkohol hinzu- 
gefiigt, der O,5°/o HCl enthielt, bis das Gemisch auf Congo 
sauer reagirte. Hierauf wurde der Rest der Losung der Sub- 
stanz in eine danach berechnete Quantitiit: desselben Alkohols 
FETOSSEN. 

Der dadurch gebildete Niederschlag wurde zuerst mil 
DO, dann mit 80° und 95°,o Alkohol gewaschen, bis er 
chlorfrer wurde, hierauf mit kochendem Alkohol und Aether 
extrahirt. 0,2603 des Priiparates wurden mit Natriumearbonat 
+ Kaliumnitrat geschmolzen. Mg,P,0,—= 90,0903. P == 9,699)». 

Kine iihnliche von Altmann gewonnene Substanz ent- 
hiell ca. 7.0% 5, die von Milroy gewonnene dagegen 7.51 bis 
7.9490 P. | 

(in festzustellen, ob es moéglich sei, eine Substanz mi! 
noch hoherem P-Gehalt zu gewinnen, wurde der urspriing- 
liche Niederschlag nochmals gel6st und niedergeschlagen und 
erst dann anatlysirt. 


Priiparat Ula. 

Der erste Niederschlag, in’ Wasser aufgenommen, ging 
beinahe ganz in Losunge tiber und hinterliess nur eine ge- 
ringe Triibung, die nach Hinzufiigung von einigen Tropfen 
starken) Ammoniaks verschwand. Dann wurde essigsaures 
Ammonium hinzugefiigt, die Lésung durch Essigsiiure sauer 
gemacht und die Substanz mittelst Alkohol ausgeschieden. 
Dieses Verfahren wurde zweimal wiederholt. Der auf diese 
Weise gewonnene Niederschlag war vollkommen tn Wasser 
loslich. Die so entstandene Loésung wurde durch Ammoniak- 
wasser alkalisch gemacht, ungefiihr zwei Stunden stehen ge- 
lassen und dann in eine vorher abgemessene Menge Alkoho! 
gegossen, der 0,59/o HCl enthielt’ (nach der oben besehrie- 
benen Methode). Die Substanz wurde hierauf eewaschen und 
extrahirt. wie oben angegeben, 




























































O1775 @ der Substanz ber 100° C. getrocknet und wie oben ee 
schmolzen ergaben Mg,P,O, = 0,0632 g, P = 9,95" o. 
0.5968 ¢ der Substanz wurden durch 20 cem. Schwefelsdure und 
lO g KysO, zersetzt und der Stickstoff nach Kjeldahl’s Methode bi 
| N i 
stimmt. 90° cem. rp te5O4 erforderten zur Neutralisirung 12,10 cem 


NN OH. N 3.59" 
11) a . a 13.3! UO, 


0.123 © derselben Substanz wurden auf dteselbe Weise behandelt. 


, 


jHSO, erforderten zur Neutralisirung 27.9 ccm 1) NaOH 


Priiparat V. 


Der erste Niederschlag wurde wieder in Wasser und ge- 
nugend Ammonium, um die L6sung zu vervollstiindigen, aufgelost. 
Letztere wurde dann mit Alkohol behandelt und dadurch ein 
Niederschlag gebildet. Dieser letzte Niederschlag wurde wieder 
in Wasser gelbst und die Lésung in ein abgemessenes Volumen 
durch 0,5°/o HC! angesiiuerten Alkohols gegossen. Endlich wurde 
der Niederschlag, wie oben angegeben, gewaschen und extrahirt. 
0.2199 ¢ dieser Substanz wie oben geschmolzen ergaben Mg,P,0- 
0.078 ¢. P= 10,02. 
0.2466 ¢ wurden zur Stickstoffbestimmunge wie oben benutzt. 
oY com. njto H,SO, erforderten zur Neutralisirung 25,2 ccin. nso NaOH 
N == 14.07% 0. 
0.1258 ¢ wurden ebenso zur Stickstoffbestimmung behandelt. 
“1 com. njio H,SO, erforderten zur Neutralisirung 27,5 cem. nio NaOH. 
N == 15,940. 
Priparat VI wurde wie Priiparat Hl behandelt, mit dem 
einzigen Unterschiede, dass das Verfahren nicht zweimal, wie 
bei letzterem, sondern dreimal wiederholt wurde. 
0.2322 ¢ des Priparates wurden wie oben geschmolzen. Mg,P, 
0.0811 ¢. P= 9,79%. 
0.2644 9 wurde zur Stickstoffbestimmuneg benutzt, wie oben. 
50 cem. njto H,SO, erforderten zur Neutralisirung 22 ccm. niio NaOH. 
N — 14.07°/0 


0. 


P N | 

I. 9 69 am : 

Il. = 9.95 13.58 
VY. 10.02 14.00 

Vill. 79 14.07 
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Aus dieser Tabelle ist) deutlich zu ersehen, dass trotz 
des verschiedenen Grades der Reinigung die Substanz in Be- 
zug auf ihren Gehalt an P und sogar an N wenig. variurt. 
Nun haben aber alle, welche mit Nucleinsiure gearbeitet 
haben, die Thatsache beobachtet, dass es sehr schwierig ist, 
die Basen aus den Salzen wegzuschaffen. 

Aus diesem Grunde wurde es fiir rathsam = gehalten, 
irgend ein Salz, das in’ Wasser unloslich ist, zu analy- 
siren. Das Kupfersalz erwies sich fiir diesen Zweck als das 
passendste. 

Das Salz wurde aut folgende Weise hergestellt: Unge- 
reinigte Paranucleinsiiure wurde so oft gelést und niedergeschla- 
gen, bis sie vollstiindig in Wasser Jéslich wurde. (Dies wurde 
durch das anhaftende Ammoniumacetat verursacht.) Diese 
Losung wurde dann filtrirt und dem Filtrate so viel Kupferchlorid 
hinzugefiigt, bis es anfing, auf Congopapier zu reagiren. Der 
Niederschlag des Kupfersalzes der Nucleinsiure wurde abftiltrirt, 
mit Wasser gewaschen, bis das Waschwasser kupferfrei war, 
sodann mit Alkohol, bis es chlorfrei war, endlich mit heissem 
Alkohol und Aether. (Dieses Verfahren nahm gewohnlich ungefahr 
3 Tage in Anspruch: wiihrend der Nacht wurde der Nieder- 
schlag gewOhnlich von dem Filtrirpapier abgenommen und in 
Wasser gut verrieben.) 


Praiparat V. 


Das Cu-Salz war aus dem oben analysirten Praparat V dargestelit. 
0.1564 ¢ warde mit Natriumearbonat und Kaliumnitrat zur Kupfer- 
und Phosphorbestimmung geschmolzen. 
CuO = 0,023, Cu 12,36 %/o. 
Mg P,O, = 0,0480 g, P = 8,57; fiir die freie Saiure = 9,48° 
O1177 ¢g wurden nach Kjeldahl zersetzt. 
W).0 cem. nio HO, erforderten zur Neutralisirung 30.5 ecm. nto 


NaOH: N 11.55: fur die freie Siiure —= 13.05. 


Priiparat XV. 
C- und H-Bestimmung. 


I O2152 ¢ von der Substanz ergaben be: der Verbrennung 
0,2282 ¢ CO,; © 28.90%; HO = 0,0995; H = 5,13 %>. 






eas) 


Il. 01950 g ergaben bei der Verbrennuug 0.20388 g CO,, C= 2846" 
und 0,088 ¢ H,O — H = 501°». 

0.4030 ¢ wurden zur P- und Cu-Bestimmung geschmolzen. 

CuO = 0,0617 g — Cu = 12.209: Mg,P,0, — 0.1280, P= 8.87" 
fiir die freie Siiure 10,11 °%)o. 

0.2250 ¢ wurden nach Kjeldah! behandelt. 41,0 ccm. njio H,SO, 


erforderten zur Neutralisirung 22,1 ccm. nio NaOH. N = 11.76". oder 
13.38° 0 fiir die freie Saure. 

0.5490 ¢ wurden mit Natriumcarbonat und Kaliumnitrat zur Schwefel- 
bestimmung geschmolzen. 

BaSO, = 0.0102, S = 0,2557. 


Priparat XVI. 
(- und H-Bestimmung. 


Q,1853 g der Substanz ergaben bet der Verbrennung 0,1780 ¢ CO,; 


(. == 26,20 und 0,0747 g HO — H = 4,53 %o. 
0.1938 ¢ der Substanz ergaben bei der Verbrennung 0,1859 g CO, : 
26,26 und 0,0795 H,O: H == 4,33 %o. 


01405 g¢ wurden zur Stickstoffhbestimmung nach Kjeldahl! be- 
handelt, 40,0 ecm n/1o H,SO, erforderten zur Neutralisirung 29,4 cem. n10 
NaOH. N = 10,56° 0; fiir die freie Siiure iibergerechnet N 12,97 Jo. 

Q,2860 ¢ wurden mit Natriumearbonat und Kaliumnitrat zur P- und 
(‘u-Bestimmung zusammengeschmolzen. ; 

CuO = 0,062; Cu == 17,95°o, Mg,P,0, = 0,0818, P = 7.99: fiir 
die freie Siiure iibergereclinet -= 9,74" o. 

0.6722 ¢ der Substanz wurden mit Natriumearbonat und Kaliumnitrat 
zur Schwefelbestimmung zusammengeschmolzen. 

BaSO, = 0,0138 g. — S = 2979. 

Folgende Tabelle gibt die Resultate fiir die kupferfreie Substanz 
iibergerechnet : 


(; iH N P S 
Priiparal Y.— 13,05 9,78 _- 
> XV. 32,66 8.77 13,38 1011 0.2912 


XVI. 31,96 539 12,97 9,74 0,3620 
Mittel: 32,81 558 13,15 9.88 0.3266. 





Zur Eisenbestimmung wurden 2 ¢ von dem Priparat XVI 
griindlich mit Natriumearbonat gemiseht und dann mit ver- 
diinnter Salzsiiure behandelt. Der Rest wurde gegliiht, bis 
aller Kohlenstoff weggebrannt war, und das Eisen durch Titriren 
mit KMnO, bestimmt. Es enthielt 0,57°'0 Fe. 

Die freie «Paranucleinsiiure» ist unloslich in Wasser, in 
schwacher Siiure, sowie in Alkohol und Aether: sie ist aber 
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loslich in essigsauren Salzen —— am besten in. essigsaurem 
Ammoniak. Die Ammonium-, Natrium- und Kaliumsalze sind in 
Wasser loslich, die Baryum-, Kupfer- und Eisensalze dagegen 
unloslich. Im Zusammenhang mit der verschiedenen Léslich- 
keil der Salze muss eine Eigenthiimlickheit hervorgehoben 
werden, namlich der Einfluss des Alkohols auf die Loéslichkeit. 
Wenn man die freie Siture in Wasser aufnimmt, Ammoniak- 
wasser zugibt. um die LOsung zu vervollstiéndigen, dann Alkoho! 
hinzugiesst, bis das Salz der Paranucleinsiiure  vollstiindig 
niedergeschlagen ist. und einige Zeit stehen Liisst. so bleibt! 
der Niederschlag in Wasser Jéslich, und dasselbe Verfahren 
kann beliebig oft wiederholt werden, ohne dass die Loslichkeil 
der Substanz beeinflusst wird. 

Wenn man aber Natron- oder Kalihydrat statt Ammoniak 
verwendet, um die Losung der Paranucleinsiiure zu vervoll- 
stiindigen, und das Experiment wie zuvor wiederholt, dann 
verliert das Natron oder Kalisalz, welches man unter Alkoho! 
stehen lisst, allmiéihlich die Léslichkeit. In Wasser aufgenommen. 
schwillt ein solehes Natron- oder Kalisalz zu einer gelatindsen 
Masse an, die sich nicht tiltriren liisst. In Gegenwart von 
Acetaten verbessert sich die Loéslichkeit nicht. Wir versuchten 
auch, die Acetate hinzuzufiigen, ehe der Alkohol zugegossen 
wurde, um dem coagulirenden Einfluss der letzteren vorzu- 
beugen, jedoch ohne Erfolg. Ein solehes unlosliches Natronsalz 
war auf seinen Phosphorgehalt untersucht und erwies 8,92°/o P. 
(Diese Eigenschaft der Paranucleinsiiuren kann vielleicht  al- 
Anhaltspunkt dazu dienen, sie von der wahren Nucleinséure 
zu trennen: dieses Problem wollen wir uns vorbehalten. ) 


Ueber das Proteid der Vitellinsaure. 


Die Siure gibt eine sehr charakteristiche Reaction mil 
der Biuretprobe. Dadurch bewies Milroy, dass die Substanz 
nicht proteinfre: war. Viele Versuche wurden von uns gemacht. 
um dieses Eiweiss wegzuschaffen: sie waren alle vergeblich. 
Kines von den Experimenten verdient jedoch erwahnt zu 
werden. 
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Schmiedeberg hat seine Chondroitinschwefelsaure und 
pater verschiedene Nucleinsduren dadurch gereinigt, dass er 
das ungereinigte Material in Alkalien aufloste, denen er essig- 
saure Kupferldsung und dann Alkohol hinzuftigte. Dadurch 
bildet sich ein Niederschlag, welcher das Kupfersalz der 
Siiure enthilt: das Eiweiss bleibt in der Lésung, welche die 
violette Biuretfarbe zeigt. 

Wird Vitellin auf dieselbe Weise behandelt, so reagirt 
es, wie Schmiedeberg es beschreibt. Wenn man aber das 
Experiment mit der Vitellinsiiure wiederholt, so ist das Resultat 
ein anderes. 

So wurden z. Bb. ca. 10 @ der Siiture in 150 ccm. emer 
[O°;o1igen) Losung von Natronhydrat gelOst, sodann — eine 
Losung von Kupferacetat hinzugefiigt, die einen Niederschlag 
von Kupferhydroxyd verursachte. Hierauf wurde noch mehr 
von der Natronhydratlbsung hinzugefiigt und = zuletzt das 
(ganze mit 2 Volumen Alkohol behandelt. Es wurde tiber 
Nacht stehen gelassen. Der Niedersehlag nahm die violette 
Kirbung an, welche fiir die Biuretprobe charakteristisch 
ist: das Filtrat war gelblich und = enthielt keine Spur von 
biuret. 

Der Niederschlag war in Wasser l6slich. Eine solche 
Losung wurde dann mit Lésungen von Natriumhydroxyd und 
Kupferacetat wie vorher behandell. Diese letztere Losung 
zeigle dann die fiir Biuret charakteristische Fiérbung. Dann 
wurde das gleiche Volumen Alkohol hinzugegossen und das 
Ganze tiber Nacht stehen gelassen. Der Niederschlag hatte 
dieselbe violette Fiirbung, das Filtrat war gelblich und absolut 
biuretfret. 

Dies schien anzuzeigen, dass nicht alles Proteid on 
Vilellin auf dieselbe Weise an die Phosphorsiiure gebunden 
ist, dass vielmehr ein Theil méglicher Weise eine engere Ver- 
bindung eingegangen ist, wahrscheinlich unter der Form 
eines Esters und dadureh die Paranuclein- oder Vitellinsiiure 
bildet, welch letztere den Rest des Proteids in Form. eines 
Salzes bindet. 

Das ist natirlich eine blosse Hypothese. 
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In bezug aul die Millonprobe gibt Milroy an, dass 
seine Substanz, die ca. 7,5°)o P enthielt, die Reaction nicht gab. 
Dieser Umstand ist von grosser Bedeutung im Hinblick aut 
die neuesten Untersuchungen tiber die chemische Zusammen- 
setzung der verschiedenen Spermen: in letzteren ist) die 
Nucleinsiiure verbunden mit Protamin, welches nur die Biuret- 
larbenprobe und nicht die Millonprobe zeigt. 

Mit Bezug darauf haben wir 13 Priiparate untersucht. 
welche alle die Millonprobe zeigten, vorausgesetzt, dass sic 
griindlich von Acetaten und Chloriden frei gewaschen wurden. 
Wenn diese Vorsichtsmassregel unterlassen wurde, so ergaben 
sie letztere Reaction nicht. 

Ks war jedoch nicht unwahrscheinlich, dass die Millon- 
probe zeigende Substanz nur eine Verunreinigung der reinen 

Paranucleinsiiure war und letztere Siure eine Verbindune 
eines Protamins mit irgend einer Phosphorsiiure ist. In diesem 
Falle sollte das stickstoffenthaltende Radical meisteus aus 

Hexon -Basen bestehen. 

Lin dicse Vermuthung zu bestittigen, wurden ungefali 
7) @ der Paranucleinsiiure mit’ einer 20°,oigen LOsung von 
salzsiiure 72 Stunden lang zersetzt. Die dabei gebildete Quan- 
titiit Melanin war sehr bedeutend: die Beschaffenheit desselber 
wurde jedoch nicht untersucht. 

Die von Melanin befreite Fltissigkeit enthiell 3,45) ¢ 
Stickstoff in Gestalt organischer Verbindungen. 

Der Arginin enthaltende Bruchtheil enthiell 0,616 g \ 
oder 17,82°.0 des organischen Stickstoftfs. 

Das Arginin wurde durch das Silbersalz erkannt. 0,2U0 ¢ 
des Salzes gaben 00704 AgCl: Ag—26,47" 0: fiir C,H, NO HNO, 
AgNO. berechnet: Ag=26,5%4/0. 

Das Histidin wurde als salzsaures Salz erhalten. Ein 
wenig Uber O39 g@ oder OL @ Stickstoff wurde gewonnen = 
etwa 3° o des organischen Stickstoffs. 

4902 ¢ des letzteren gaben O,3180 ¢ AgCl. Cl = 17,47. 
Kir CEN jO,HCl +- HO berechnet = 16,90). 

Der das Lysin und andere stickstoffhaltige Substanzen 
enthaltende Bruchtheil ging durch Unfall verloren. 


Fl 
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Die zur Gewinnung der « Hexon»-Basen benutzten Methoden 
waren diejenigen, welche in verschiedenen Arbeiten beschrieben 
wurden, die im Laufe der letzten Jahre aus Professor Kossel's 
Laboratorium hervorgegangen sind. 

Das Ergebniss des Zersetzungsversuches mit der Vitellin- 
sdure rechtfertigt die Annahme nicht. dass das Proteid des 
Siuremolekiils von der Beschaffenheit eines Protamins sei. 
Die Eigenschaft, eine positive Millonprobe zu ergeben, deutet 
auf dieselbe Sehlussfolgerung hin. 

Mit anderen Worten: Die verhiiltnissmiissig Constante 
Zusaummensetzung der verschiedenen untersuchten Priiparate, 
ihr Verhalten gegen Millon- und Biuretprobe, und zur Probe 
Schmiedebergs, endlich der Zersetzungsversuch weilsen 
alle auf dieselbe Schlussfolgerung hin. dass die Vitellin- 
saiure eine Verbindung von Eiweiss mit) Phosphorsiiure sei, 
moglicher Weise in der Form eines Esters. Die Thatsache, 
dass es einem von uns gegliickt ist, nach derselben Methode, 
vermittelst welcher die Vitellinsiure erhalten wurde, ohne Mihe 
verschiedene Nucleinsiiuren vollstiindig biuretfre: zu gewinnen, 
scheint diese Sehlussfolgerung zu bestiitigen. 

Ks muss aber hinzugefiigt werden. dass die Verbindung 
nicht sehr bestiindig ist. Stellt man eine Loésung von 
Vitellinsiiure in 2°/oiger LOsung von kohlensaurem Natrium 
nur 5—1LO Minuten auf ein Wasserbad, so zersetzt sie sich. 
Kine solche Lésung enthilt freie Phosphorsiure: siiuert man 
init Salzsiiure an und gibt Alkohol hinzu, so entsteht ein 
Niederschiag, der iirmer an Phosphor ist, als die urspriingliche 
Saure. 

Dasselbe geschieht, wenn man die Vitellinsiiture dureh 
einen Ueberschuss von Salzsiiure niederschligt. 


Ueber das Eisen in der Vitellinsaure. 
bhunge war der erste, der auf das Eisen in dem Nuclein 
des EKidotters aufmerksam machte. Nach seiner Ansicht  tst 
das darin enthaltene Eisen nicht direkt an den Kohlenstoff 
gebunden, indem es mit demselben eine organische Verbindung 
bildet. Auch existirt es nicht in der Form eines gewOhnlichen 
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Salzes. Es konnte aus dem Nuclein (Hiimatogen) nicht durch 
Alkohol, der mit Salzsiiture angesiuert war, extrahirt werden, 
durch Ammonsulfid wurde das Eisen erst nach langem Stehen 
wus der Nucleinlosung niedergeschlagen. 

Ascoli untersuchte die Angelegenheit von Neuem= in 
Professor Kossel s Laboratorium. Er fand, dass metaphosphor- 
saures Eisen auf eine iihnliche Weise wie Bunge s Himatogen 
reagirt, und er schliesst daraus, das Eisen sei in letzterem in 
der Form eines Metaphosphats enthalten. 

Ks schien uns, dass diese Schlussfolgerungen des Herrn 
Ascoli auf die Paranucleinsiture nicht ohne Weiteres zu iiber- 
tragen sind, und zwar aus dem folgenden Grande: In den 
metaphosphorsauren Salzen kann das Eisen auch mit allen 
eewohnlichen Proben entdeckl werden, wenn zu einer Losung 
von Kisenmetaphosphat so viel Salzsiiture zugegeben wird, dass 
die Losung auf Congo sauer reagirt. 

Mit der Vitellinsiiure ist das aber nicht immer der Fall, 
wie aus dem folgenden Experimente zu sehen ist. 

Ktwas Vitellinsiiure wurde mit Hilfe von Ammoniak- 
wasser gelost und dann mit soviel Salzsiinre niedergeschlagen, 
bis die Losung auf Congo sauer reagirte. Der Niederschlag 
wurde dann mit destillirtem Wasser gewaschen, bis das Wasch- 
wasser elsenfrel war. Es wurde wieder aufgeldst, wieder auf 
dieselbe Weise miedergeschlagen, nochmals  filtrirt und ge- 
waschen. Dieses wiederholte Niedersehlagen wurde solange 
fortgesetzt, bis die Salzsiiure aufhorte, Eisen zu entziehen, 
Die Probe auf Eisen wurde mit) Ammoniumsulfocyanid und 
Aether vorgenommen. Erst wenn der Aether vollstiindig farb- 
los bheb, wurde die Reimigung als beendet angesehen. 

Wurde eme  Vitellinsiiure nach so oft) wiederholtem 
Niederschlagen nochmals aufgelOst, mit Salzsaéure angesiiuert, 
bis sie auf Congo sauer reagirte, und so iiber Nacht stehen 
gelassen, dann zeigte das Salzsiiurefiltrat wieder das Vor- 


handensein von Eisen. 
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Die Bestimmung des Amidosaurenstickstoffes im Harne. 


Von 
Martin Kriiger und Julius Sehmid. 


Aus der medicinischen Klinik der Universitat Breslau.) 


Der Redaction zugegangen am 13. December 1900.) 


Im Band XXX, Seite 75, der Zeitschrift fiir physiologische 
Chemie hat M. Pfaundler tiber ein Verfahren zur Bestimmung 
des Amidosiiurenstickstoffes im Harne berichtet. Wir haben 
im Laufe des letzten Sommersemesters zu demselben Zwecke 
eine Methode ermittelt, welche im Principe dieselbe sein musste, 
wie die von Pfaundler, da ja die auszufiihrenden Operationei 
durch die bekannten, von anderer Seite festgestellten Eigen- 
schaften der Amidosiiuren, das sind die Nichtfallbarkeit durch 
Phosphorwolframsiiure und ihre Bestiindigkeit gegen Siiuren 
und Alkalien, gegeben waren. 

Was die Fillung durch Phosphorwolframsiiure — betrifft. 
so haben wir nicht, wie Pfaundler vorschreibt, auf ein be- 
stimmtes Volumen Harn stets die gleiche Menge an Phos- 
phorwolframsiure angewendet. Denn nach den Beobachtungen 
von Gumlich') und Schmied#*; lést ein Ueberschuss der 
siiure einen Theil der zuerst gefiillten, stickstoffhaltigen Korper 
wieder auf. Dieses LOsungsvermégen ist jedoch nur gering. 
wie folgende Versuche zeigen. 


ty Zeitsehr. f. physiol. Chem., Bd. XVIL, Ss. 15. 


) 


2) Dubois’ Archiv, 1894, S. d5d2. 
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Je 10 com. Harn wurden nach Zusatz eines Cubikcenti- 
meters 1°/oiger Salzsiiure mit 14, resp. 15, 16 und 20 cem. 
Phosphorwolframsaurelosung versetzt. Bei 16 cem. war nach 
Gumlich die vollstiindige Fiillung eingetreten. In je 10 cem. 
der + Filtrate wurde dann der Stickstoff nach Kjeldahl 
bestimmt. Fir die Gesammttiltrate berechnet wurden an !/10 
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N.-Siiure verbraucht: 45,53, 45,11, 44,44 und 44,73 cem. Ein 
Ueberschuss von 4 ccm. der Siiture hat demnach eine Menge 
an stickstoffhaltigen Korpern gel6st, welehe 0,29 cem. 410 N.- 
Siiure entspricht. 

sei einem zweiten, in gleicher Weise ausgefiihrten Ver- 
suche wurden je 10 cem. Harn -+- 1 cem. Salzsiiure mit 4, 
5, 6, 7 und 10 cem. Phosphorwolframsiiure versetzt. Bei 
6 com. war die Fiillung vollstiindig. Verbraucht wurden fiir 
die Gesammittiltrate 11,01, 11,07, 10,76, 10,98 und 11,03 cem. 
io N.-Siiture. GelOst ist von 4 ccm, tiberschiissiger Phosphor- 
wolframsiiure an stickstoffhaltigen Substanzen soviel, als 
0,27 cem. '10 N.-Siure eutspricht. 

Wenn demnach der durch einen Ueberschuss von Phos- 
phorwolframsiiure bedingte Fehler nur klein ist, kann man 
denselben doch nicht vernachliissigen und die Forderung, fiir 
jeden Harn die Menge der Saure festzustellen, nicht umgehen. 
Allerdings geniigt die Austitrirung bis auf 1 cem. 

Die Trennung der Amidosiiuren von Harnstoff haben 
wir ebenfalls durch hydrolytische Spaltung des letzteren in 
Ammoniak und Kohlensiure bewirkt. Dieselbe erfolgt durch 
Erhitzen von Harnstofflésungen fiir sich auf hohe Témpera- 
turen oder bei Gegenwart von Sauren und Alkalien. 

Nach den Untersuchungen von M. Kriiger!) und spiater 
von C. Wulff?) werden die Purinkérper durch 12—14stin- 
diges Erhitzen auf 180—200° mit concentrirter Salzséure oder 
verdiinnter Schwefelsiiure (2 Volumen Wasser +- 1 Volumen 
concentrirter Schwefelsiure) giatt in Ammoniak resp. in alky- 
lirtes Ammoniak und in 1 Molekiil Givyeocoll resp. alkvlirtes 


1, Zeitsehr. f. physiol. Chem... Bd. XVI. 5. 167 u. Bd. XVILDL, >. 453. 
2) [bidem. 
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Gilycocoll gespalten. Hieraus ergibt sich, dass die Amidosiiuren 
selbst in solehen Fiillen, wo sie sich gleichsam in statu: nas- 
cendi befinden, beim Erhitzen mit Séuren der genannten Con- 
centration wahrend 14 Stunden und bis zu Temperaturen von 
200° yollig bestiindig sind, 

Wir haben daher das Fillrat vom Phosphorwolframsiure- 
miederschlage mit dem halben Volumen concentrirter Schwefel- 
siiture versetzt und uns durch Versuchsreihen itiberzeugt, dass 
ein 3-—-*stiindiges Erhitzen auf 160—180° im geschlossenen 
Rohr allen Harnstoffstickstof? in Ammoniak tiberfiihrt. 

M. Pfaundler hat von einer Siurebehandlung im ge- 
schlossenen Rohr mit’ Riicksicht auf die angestrebte klinische 
Verwendbarkeit der Methode abgesehen. Weshalb ein solches 
Verfahren nicht klinisch anwendbar sein soll, ist nicht recht 
verstindlich: etwa wegen der nothwendigen Beschaflung eines 
Schiessofens oder der erforderlichen Fahigkeit: des Analvtikers, 
(dasrohren zauzuschmelzen ? 

Bei der Destillation des Ammoniaks haben wir ebenfalls 
vunidchst versucht, die THauptmenge der Séure durch fixe 
Alkalien abzustumpfen und das Ammoniak durch Magnesia 
usta in Freiheit) zu setzen. Wir konnten uns jedoch sofort 
davon tiberzeugen, dass nach dem Ueberdestilliren des freien 
Ammoniaks nachheriger Zusatz von Natronlauge kein weiteres 
Ammoniak mehr abspaltete, ein Resultat, welches auf Grund 
der erwihnten Versuche tiber Spaltung der Purinkérper zu 
erwarten war, da hier gleichfalls ber Anwendung von Natron- 
lauge die theoretischen Werthe gefunden werden. 


Austiihrung der Methode. 


Man ermilttelt zunachst nach Pfliiger und Gumlich die 
zur vollstandigen Fiillung des Harnes!) nothwendige Menge 
an Phosphorwolframsiure, indem man za je 10 com. Harn 
[com. 10°/oige Salzsiiure und dann wechselnde Mengen 10°/oiger 


1) Concentrirte Harne. wie Hundeharn. mtissen bekanntheh vorhe: 


verdannt werden. 
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Phosphorwolframsiiure gibt. Der Niederschlag setzt. sich in 
allen Fallen leicht ab. Man filtrirt noeh 2 Minuten. Das erste 
Kiltrat liuft in der Regel tribe ab, nach mehrmaligem Aul- 
giessen erhilt man jedoch eine klare Fliissigkeit. Zu etwa 
1 com. derselben gibt man 1 com. Phosphorwolframsiiurelosung. 
Tritt nach 2 Minuten keine Triibung mehr ein, so ist) die 
Fiillung vollstandig. Bestimmt man die Mengen der Phosphor- 
wolframsiure erst bis auf 10 cem., dann bis auf 5, und 
schliesslich bis auf 1 cem. genau, so nimmt die Operation 
nur kurze Zeit in’ Anspruch. Bei lingere Zeit an einem 
Individuum fortgesetzten Versuchen hat man ausserdem, wenn 
der Harn stets auf dasselbe Volumen gebracht wird, an den 
Siurezahlen der vorhergehenden Tage einen guten Anhalts- 
punkt. 

Ist die Siiturezahl gefunden, so gibt man zu einer grossere 
Menge, etwa 30 cem., Harn 3 com. 10°/oige Salzsiiure und 
die berechnete Menge an Phosphorwolframsiurel6sung  hinzt 
und filtrirt nach 2 Minuten durch ein trockenes Filter in ein 
trockenes Gefiiss. Gumlich und Andere lassen die Fiallune 
24 Stunden in einer ammoniakfreien Atmosphiire stehen. Da 
wir jedoch bei der Filtration niemals Schwierigkeit gehabt 
haben, und das <Ausfallen eines nochmaligen Niederschlage- 
im Filtrate nicht eintrat, so haben wir von dieser Vorsehrif| 
abgesehen. 

Nach Herstellung des Filtrates werden folgende Be- 
stimmungen ausgeftihrt : 

1. Es wird in 5 ccm. des urspriinglichen Harnes der 
(resammetstickstoff nach Kjeldahl bestimmt. 

2. In je 10 cem. des Filtrates resp. einer solchen Menge, 
welche 5 cem. Harn anniihernd entspricht, wird: 

a) der Gesammtstickstoff, welchen wir Harnstoffstickstoll 
+. Amidosiiurenstickstoff nennen wollen, nach Kjeldahl: 

bh) der Harnstoffstickstoff durch Erhitzen mit dem halben 
Volumen concentrirter Schwefelsiiure wiihrend 3—%4 Stunden 
wuf 160—180° bestimmt. 

Die Differenz zwischen 2a) und 2b) gibt) den Amido- 
siurenstickstofl an, 
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Beziiglich der Bestimmung 2b ist zu bemerken. dass die 
Rohren 3—+*% Stunden auf 160—180° erhalten werden missen, 
die Zeit des Anwiirmens also nicht mitgerechnet werden darf. 


Der Ro6hreninhalt wird in einen Kjeldaht-Destillirkolben  ge- 
gossen und die Réhren der Reihe nach mit Wasser, dann 
mit wenig Natronlauge, um den an den Wandungen haftenden 
Niederschlag von phosphorwolframsaurem Ammon zu lOsen, und 
schliesslich wiederum mit Wasser nachgespiilt. Beim Neutra- 
lisiren der Schwefelsiiure sucht man einen grossen Ueber- 
schuss an Lauge zu vermeiden; fir 5 ccm. concentrirte 
Schwefelsiiure geniigen 20—22 cem. 33°)oiger Natronlauge. 

Was die Bedeutung der nach der beschriebenen Methode 
erhaltenen Werthe fiir (Harnstoff + Amidosiiuren) N, Harnstoff-N 
und Amidosiiuren-N betrifft, so ist zu bemerken, dass im 
Harne ausser Harnstoff und Amidosauren noch einige andere 
stickstoffhaltige Kérper vorkommen, welche durch Phosphor- 
wolframsiiure nicht oder nicht vollstindig gefallt werden. Da 
yedoch die Angaben hieriiber in der Litteratur zum Theil ein- 
ander widersprechen, so ist eine Nachpriifung des Verhaltens 
von Phosphorwolframsiure gegen die normal und pathologisch 
im Harn vorkommenden. stickstoffhaltigen Korper wtinschens- 
werth. Jedenfalls ist sicher, dass alle im Phosphorwolfram- 
siiurefiltrate vorhandenen stickstoffhaltigen Verbindungen beim 
Erhitzen mit Schwefelsiiure der genannten Concentration aut 
160° in Ammoniak und eventuell Amidosiiuren zerfallen miissen. 
Her nach unserer Methode erhaltene Werth fiir Amidosiiuren- 
suickstoff gibt daher thatsiichlich nur diesen Stickstoff an, es 
bleibt aber noch zu entscheiden, ob derselbe in seiner Ge- 
sammtheit) schon vorgebildet im Harne vorhanden war oder 
erst ber der Spaltung durch Schwefelsiiure aus anderen Kor- 
pern entstanden ist. 

Wir haben mit der beschriebenen Methode  zuniichst 
eine Reihe von normalen und pathologischen Harnen unter- 
sucht, vor Allem war zu ermitteln, in wie weit bei Bestimmung 
des Harnstoffstickstoffes durch Erhitzen mit Schwefelsdure die 
gefundene Menge abhiingig ist von der Temperatur und der 
Zeit des Erwirmens. Es ergab sich, dass bei Temperatur- 
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schwankungen von 155—190° und bei Zeitschwankungen von 
4—10 Stunden stets dieselben Werthe erhalten wurden. Hier 
folgen einige Resultate : 











+ + + 
Patient Ges. N (U+ A)N UN AN UN AN 
in %y vom Ges. N 
G. 0.985 ¢ 0,794 g 0,768 ¢ 0,026 @B%y 27 Po 
23.80; 23,95 und 23.83 cem. 
L. O.d62 ¢ 0.499 g O485 ¢ 0.014 ¢ 86.30 2.5%y 
17.35 und 17,30 cem. 
schw. O449 g O311 g 0,257 ¢ 0.054 g Ws" 12.0°)y 





7.67 und 7.65 cem. 


Die Bezeichnungen (U-LAIN und AN bedeuten (Harn- 
stoff-+- Amidosiiuren-)N und Amidosiiurenstickstoff. Die unter 
den Werthen fiir Harnstoffstickstoff angegebenen und von 
einer geschweiften Klammer umfassten Zahlen geben die An- 
zahlen von Cubikcentimetern 4/10 N.-Siiture an, welche bei Be- 
stimmung des Harnstoffstickstoffes erhalten wurden. Wie er- 
sichtlich, differiren die Zahlen trotz der Schwankungen in der 
Temperatur und Erhitzungsdauer innerhalb der angegebenen 
Grenzen nur um hochstens 0,15 cem. ‘/10 N.-Siure. 

Die Ausscheidung der Amidosiiuren, welche nach den bis- 
herigen Erfahrungen beim normalen Individuum abhiingig von 
der Nahrung ist, wird bei gleicher Nahrung ebenso wie die 
aller anderen. stickstoffhaltigen Verbindungen einen nahezu 
constanten Werth haben miissen. Eine brauchbare Methode 
zur Bestimmung der Amidosiuren muss dies zum Ausdruck 
bringen; ebenso muss sie eine Vermehrung der Amidosiiuren 
in den Fiéllen nachweisen, wo eine solehe mit Sicherheit 
constatirt ist, wie nach Kingabe bestimmter Medicamente. 

Wir haben daher mit unserer Methode = zuniichst bei 
einem Hunde, welcher nur mit Fleisch gefiittert wurde, die 
Ausfuhr an Amidosiiurenstickstoff verfolgt und dann bei gleich- 
Lleibender Ernaihrung 3 Tage hintereinander bestimmte Mengen 
an Glycocoll gegeben, um festzustellen, ob thatsiichlich alles 
Glycocoll, wie angenommen wird, in Harnstoff tibergeht. 
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Versuch am Hunde. 


Harnmeuze (Gres. N (U+A)N UN AN UN AN Bemerkungen 


in 9), des Ges, N 





MWOcem. 465¢ 1316¢ 12.87 ¢ O29 2 87.8% 5 2,0%% 

NBD QA 8.65 8.38 0.27 > 87.4%» 28% 

abo LO.95 10,05 » 9,72 O35 > 88.7%. 30% 

42 10.20 944 8.92» 0,52 87.490 5h o Harn nach 6 ¢ Clycocoll 
710 5.00 > 11.90» 1140> 0.505 87,795 B8%o 2. Rg 

32 > I282> ds» 10.94 > O64» 8539) 50%. Keg 

21) 7.27 6.7) 6.50 > O25 > 89.4% 3.42% 


Die tiglche Ausscheidung an Amidosiurenstickstott be- 
trigt bei unserem Hunde nach Fleischftitterung 0,29 g, 0,27 g, 
und O33 e an 3 aufeinander folgenden Tagen. Dieselbe  steigt 
in geringer Weise, doch deutlich an, nach Eingabe von Gly- 
cocoll und zwar auf O52 g, 0,50 ¢ und 0,64 g.  Hiernach 
scheint ein geringer Theil des Glycocolls unverandert ob 
vielleicht gepaart mit einer Sadure, muss selbstverstindlich 
dahingestellt bleiben den Organismus zu passiren; dieser 
Theil wiitchst jedoch nicht proportional der Einfulr an Glycocoll. 

Ber emem am Menschen ausgetfiihrten Versuche sollte 
festgestelll werden, ob der Uebergang von Benzoesaéure in 
Hippursiiure durch Zunahme des ausgefiihrten Amidosiiuren- 
stickstoffs mit) unserer Methode zum Ausdruck kiime. Der 
Patient. em Loyihriger Junge im Gewichte von rund 42 Kalo, 
erhiell ighch an Nahrung: 2 Kier, 100 ¢ Wurst oder Schinken, 
60 ¢ Butter, 200 ¢@ Milchreis, 520 ¢ Brod und Semmel, !/2 Liter 
bier und t Liter Kaffee. Am 7. und &. Tage nahm er 1.5 9. 
resp. 2. 1.5 8 Natriumbenzoat. 


Versuch am Menschen. 


j 
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Harnmenge (res. N UN AN UN + AN = (U+-A\N Bemerkungen 





in %/) vom Ges. N 


1045 cem,. 7.15 ¢ 5.28 ¢ O397 & 73.890 + 5.5°/o = 79,320 
1480 >) 62D > 4.57 » 0.339 > 73.1% + 54% = 78.5 
780) >) §«6©6,69 > 4.75» 0.399 > 71.0% 6.0" 770% 
[P50) 7.40 yo] 0.450 » 73.99 + 6.0°/o = 79.9%, 
THD 7.42 > 3.44 0,389 » 73.3% + 5,.2°%o = 785° 
Qo Hah +8? (P3295 73.69 0 + 5.09% = 78.62 0 








Harumenge Gres. N UN AN UN AN V-- ANN) Bemerkungen 





in 9/5 des (ies. N 


615 cem. 7.62 ¢ 5,60 ¢ 0,554 g 73.5% 0 + 73% o — SO8" o Ham nach 1,5 ¢ Benzoat 


615 » Sd8 >» 6.05 > 0888 » 70.5% 5 + 103% — SOR 6 2 Be 
560 » 7.39 > 5.68 > 0.368 » 76.9% + 5.0% = 81.9% 5 
{O75 9.02 >» 6,97 » 0,290 > 77.3% + 3.2% = 80.5% 


Die absolute Ausscheidung an Amidosiiurenstickstot! 
schwankte in unserem Falle zwischen 0.3825 ¢ und 0.45 ¢ N. 
in Procenten vom Gesammtstickstoff ausgedriickt zwischen 
y—6%o. Nach EKingabe von 1,5 g, resp. 3 @ Natriumbenzoat 
steigen die absoluten Werthe auf 0.554 g. resp. O88 ¢ N. 
die procentischen auf 7,5°)o, resp. 1O.5%o. Unsere Methode 
zeigt daher in prompter Weise den Uebergang von Benzoe- 
siiure in Hippursiaure an. 

Es mag noch erwéhnt werden, dass zur Ermittelune 
des Harnstoffstickstoffes stets 2 Analysen ausgefiihrt wurden. 
Wie weit dieselben iibereinstinmen, médgen die folgenden 
Zahlen, welehe die verbrauchten Cubikcentimeter '/10 N.-Siiure 
angeben, zeigen: 


1. 12.43 und 12.59 cem. 6. 19.77 und 19.67 cet. 
2. 14,90 15,1 7. 15,04 15.090 » 
3.14.36 »° 1428 >» 8.15.75 » 15.76 

t. 16.95 » 1690) » 9 19.73 »+ 1798 >» 


ae i: 























Ueber die Farbenreactionen von Zuckern. 
Von 
Carl Neuberg. 


(Aus dem chemischen Laboratorium des pathologischen Instituts zu Berlin.) 


Der Redaction zugegangen am 16. December 1900. 


Die Farbenreactionen (Furfurolreactionen) auf Kohle- 
hydrate finden wegen der Leichtigkeit threr Anstellung aus- 
gedehnte Anwendung, insbesondere macht die physiologische 
Chemie einen wichtigen Gebrauch von derselben bei dem 
Nachweis von Kohlehydratgruppen in  Eiweisskérpern und 
complicirten Substanzgemischen, wo sie an Feinheit alle iibrigen 
Proben weit tibertreflen und oft das einzige brauchbare Reagens 
bilden. . 

Da diese Farbenreactionen nicht nur zur Erkennung von 
Kohlehydraten im Allgemeinen, sondern bis zu einem gewissen 
Grade auch zur Differenzirung einzelner Zuckerarten dienen, 
so ist die Frage nach ihrer Eindeutigkeit nicht unwichtig. Die 
natiirlich vorkommenden Zuckerarten und Oxyaldehydsauren 
sind bereits nach dieser Richtung hin gepriift, bei den 
synthetischen,!) besonders bei den niederen Gliedern dieser 
Gruppe steht eine solche Untersuchung noch aus und soll im 
Folgenden mitgetheilt werden. 

Fir den vorliegenden Zweeck sind nur die vier wichtigsten 


1) In der Natur sind diese Substanzen bisher nicht beobachtet. 
aber ihr Vorkommen erscheint durchaus nicht ausgeschlossen, zuma! 
nahestehende Derivate derselben weit verbreitet sind, z. B. die Weinsaure, 
der Erythrit, das Glycerin, die Glycolsiiure u. s. w. Wie leicht diese 
aber durch biologische Processe in Zuckerarten tibergehen kénnen, zeigen 
die Arbeiten von Bertrand (Compt. rend. de VAcad. 129, 341) und 
Boutroux (Compt. rend. de VAead. 102, 924 und 127. 1224). 





Farbenreactionen herangezogen, die Proben mit a-Naphtol, 
Resorcin, Phloroglucin und Orcin. 
Angestellt sind dieselben in der zur Zeit tiblichen Art, 


die kurz beschrieben sei, da sie bisweilen etwas von der 
urspriinglich angegebenen Form verschieden ist. 


I. a-Naphtolprobe von Molisch-Udranszky.!) 


'2 cem. der verdiinnten wiisserigen Kohlehydratlosung 
wird mit einem Tropfen kaltgesiittigter alkoholischer a-Naphtol- 
l6sung versetzt und vorsichtig mit 1 ccm. concentrirter Schwefel- 
siiure unterschichtet: an der Beriihrungsstelle beider Schichten 
tritt alsbald ein violetter Ring auf. (Sind Spuren von salpetriger 
Siiure zugegen, so entsteht gleichzeitig ein hellgriiner Saum.) 
Bewirkt man nun durch Schiitteln gleichmiissige Mischung 
beider Schichten, wobei man durch Eintauchen in_ kaltes 
Wasser zu starker Erwiirmung vorbeugt, so nimmt die Fliissig- 
keit einen rothen bis blauvioletten Farbenton an und = zeigt 
vor dem Spektroskop eine Totalabsorption des blauen und 
violetten Theils, sowie einen schmalen Streifen zwischen den 
Frauenhofer schen Linien D und E, der alsbald verschwindet. 

II. Resorcinprobe von Seliwanoff.2) 

Man erhitzl eine Spur der Zuckerlésung mit) 2) cem. 
eines Gemisches von rauchender Salzsiure und dem gleichen 
Volumen Wasser und fiigt einige Krystalle Resorein  hinzu. 
Beim Erwiirmen firbt sich die Fliissigkeit tiefroth und liisst 
allmiihlich einen braunrothen Farbstoff ausfallen, der sich in 
Alkohol wieder mit tiefrother Farbe lost. 


III, Phloroglucinprobe von Tollens.* 


Zu einigen Cubikcentimetern rauchender Salzsiure fiigt 
man soviel verdiinnte wiisserige Zuckerl6sung, dass der Salz- 
sduregehalt der Fliissigkeit ungefiihr gleich dem = einer Siiure 

1) Molisch, Wien, Monatshefte f. Chemie, 7. 198. 

v. Udranszky, diese Zeitschrift, Bd. XI, 3. 358. 

-) Seliwanoff, Ber. d. deutsch. chem. Gesellsch.. 20, 181. 

3) Tollens und seine Mitarbeiter, Ber. d. deutsch. chem. Gesellseh.. 
22, 1046; 29, 1202. Ann. d. Chem., 254, 320: 260. 304. 
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vom specitischen Gewicht £09 — ca. 18%. Ist. und. setzt 
soviel Phloroglucin lanza, dass in der Warme etwas ungelodst 
bleibt. Beim Erhitzen tritt bald eine kirschrothe Farbung aul 
and allmihlich scheidet sich ein dunkler Farbstoff ab.  Naeh 
dem Erkalten schiittelt man diesen?) am besten mit Amylalkoho! 
wus: die rothe amylalkoholische Losung zeigt vor dem Spek- 
troskop einen Absorptiousstreifen in der Mitte zwischen D und E. 
IV. Orcinprobe von Tollens.?) 

bem krwirmen dev Zuckerl6sung mit etwas Orcin und 
soviel Salzsiiure, dass der Gehall an derselben in der Fliissig- 
keit ungefiihr 18° o betriigt. treten nach einander erst Roth-. 
dann Violett- und schliesslich Blaugriinfiirbung auf und— bald 
beginnt die Abscheidung blaugriiner Flocken, Man lost aueh 
diese nach Bo Salkowski am besten in Amylalkohol zu einer 
blaugriinen Fliissigkeit. die einen Absorptionsstreifen zwischen 
Cound D zeigt, derart, dass ein Theildes Gelb noch sichtbar bleibt. 

Die Erfahrungen, die man bisher mit den angegebenen 
Reactionen in der beschriebenen Form gemacht. sind folgende : 

l. Die a-Naphtolprobe wird in mehr oder minder 
schoner Weise von allen Kohlehydraten gegeben, die daraul- 
hin gepruft sind, 

I. Die KResorcinprobe fallt positiv. aus nur mit) der 
Ketosen Galtose*), Tagatose, y-Tagatose, Sorbose und Fracht- 
gucker oder mit den Polysacchariden, die bei der Hydrolyse 
Fructose liefern, wie Rohrzucker und Ratftinose. 

Hl. und IV. Die Phlorogluein- und Orcinreaction 
velten als charakteristisch fiir Pentosen und die Pentosen- 
carbonsiiure Glucurousiiure, resp. ftir Verbindungen, die durch 
Hydrolyse diese Produkte liefern, d. h. die Pentosane und die 


gepaarten Glucuronsiauren, ') 


1) kK. salkowski. Centralbl. f. d. med. W.. 1892, Nr. 32. 
2, Tollens. Ann. d. Chem... 260. 395. 
Lobry de Bruvn u. A. van Ekenastein. Rec. des trav. chin 
des Pays-Bas, 16, 262 
# Leber das Verhalten der gepaarten Glucuronsiiuren im Harn be 


der Orein- uo Phioroglucinprobe siehe: BE. salkowski, Diese Zeitschritt 


Bd NXVIL SS Stt uo 517: FL Blumenthal. Zeitschr. f. klin. Medic... 37, 
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Auf ihr Verhalten ber den erwiihnten vier Farben- 


reacuionen sind nun folgende Substanzen aus der Zueker- 
gruppe untersucht: Glycolaldehyd, Glycerinaldehyvd, Glycerose, 
l-Ervthrose, i-Tetrose, d-Lyxose, d-Oxvgluconsiiure, Aldehyd- 
schleimsiiture und Formose. 

Soweit sie bekannt, sind alle diese Kérper in reiner 
wisseriger LOsung zur Anwendung gekommen. Ueber thre 
Darstellung sei Folgendes bemerkt : 

Glycolaldehvd wurde nach der Angabe von Fenton’) 
aus Weinsaure tiber Hydroxymaleinsdure bereitet und in 
ca. )°/oiger LOsung gepriift. 

Glycerinaldehyd wurde nach der Vorschrift von Wool! 
und Neuberg?) aus Acrolein dargestellt und ino ca. 3°o iger 
Losung untersucht. 

Giyvcerose wurde auf zwei verschiedenen Wegen ge- 
wonnen: a) nach der alteren Vorschrift von Fischer und 
Tafel’) aus Glycerin und Natriumhypobromit: b) nach den 
spiiteren Angaben derselben Autoren’) durch Einwirkung von 
bromdampf auf bleighvcerat.. Beide Produkte zeigen entspre- 
chend ihrer verschiedenen Zusammensetzung etwas abweichen- 
des Verhalten. Beide wurden in wiisseriger LOsung untersucht, 
die ca. D°%o veducirende Substanz, als Traubenzucker titrirt, 
enthielt. 

l-Ervthrose wurde nach Wohl s®)) Vorsehrift aus 
I-Krythrosediacetamid dargestellt. Fiir Ueberlassung der letzten 
Verbindung bin ich Herrn Prof. A. Wohl zu bestem Danke 
verpflichtet. Benutzt wurde eine Loésung von ca. 5/0. 

i- Tetroselésung wurde aus i-Ervthrit| mit) Brom und 
soda nach der Vorschrift bereitet, die Fischer und Tafel 
fiir die Glycerose (1. ©.) angegeben haben. Die Ausbeute ist, 
Heft 5 u. 6: P. Mayer, Berl. klin. Wochensehr., 1900, Nr. t; Mave) 


und Neuberg, Diese Zeitschrift. Bd. XXIX. S. 265. 


1) Chem. News. 72. t7 U. Journ. chem, SOC, London. 7. Vai 


2, Ber. d. deutsch. chem. Gesellseh.. 53. 3095. 
Ber. d. deutseh. chem. Geseliseh.. 20. 3384. 
4 21. 2634. 


ee : 3 42. SH64., 
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wie durch die erhaltenen Mengen i-Erythrosazon festgestellt 


wurde, so besser, als bet der Oxydation mittelst Salpetersiure. ') 

d-Lyxose verdanke ich der Liebenswiirdigkeit des Herrn 
Ollendortf, der sie nach der Methode von Ruff und Ollen- 
dorff*) aus Galactonsiure dargestellt hat. Untersucht wurde 
eine O.D°/oige Lésung. 

d-Oxvgeluconsiiure gewann ich nach Ruff s Vorsehrift*) 
mittelst Wasserstoffsuperoxyd aus Gluconsiiure. Durch Zerlegung 
des Kalksalzes mit Oxalsiiure wurde eine 2 °/oige Losung bereitet. 

Aldehydschleimsiure — stellte ich nach Fischer's 
Vorschrift4) durch Reduction des Schleimsiiurelactons mil 
Natriumamalgam dar. Durch Zerlegung des in Wasser 
suspendirten basischen Bleisalzes mit H,S  erhielt ich eine 
ca. 3° oige Losung. 

Formose®) wurde nach der Vorschrift von O. Low 
durch Condensation einer 4°/oigen Formaldehydlésung mittels 
Kalk gewonnen und direkt als Rohprodukt untersucht. 

Das Verhalten der angefiihrten Substanzen bei den er- 
wihnten vier Farbenreactionen, das am Ende der vorliegenden 
Mittheilung in einer Tabelle zusammengestellt ist, ist folgender- 
massen : 

l. Die Molisch-Udranszky sche Reaction wird in 
Uebereinstimmung mit den Erfahrungen, die an den natiirlich 
vorkommenden Zuckern und Oxvaldehydsiuren gemacht sind. 
mit allen untersuchten Substanzen erhalten. 

Hl. Die Resorcinprobe fillt bei der Glycerose, der 
i-Tetrose, der Formose und der d-Oxygluconsiiure positiv aus. 

Die Glycerose besteht nach den Untersuchungen von 
Fischer und Tafel,®) Piloty,7) Wohl und Neuberg’) im 
Wesentlichen aus Dioxyaceton, das man aus Glycerin durch 


ly Ber. d. deutsch. chem. Gesellsch.. 20. 1090. 


a) > > >» > 33. 1799. 
. * » 32, 2269. 
Hs > > . 23, 937 u. 24, 2142. 


>) Journ. f. prakt. Chem. (ID, 33, 321 u. 37, 203. 
6) Ber. d. deutsch. chem. Gesellsch., 22, 106. 
N aw , , " 30, 3161. 


S) > > > > > 33. 3098. 
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Einwirkung des Sorbosebacteriums nach Bertrand’s Ver- 
suchen!) rein erhalt. 

Der oxydirte 1-Erythrit (i-Tetrose) enthalt nach allen 
bisherigen Erfahrungen eine inactive Ketotetrose, deren eine 
Componente, die d-Erythrulose,?) Bertrand ebenfalls mit Hilfe 
des Sorbosebacteriums aus i-Erythrit rein gewonnen hat. 

Die Formose von Low enthilt ungefihr 3 
nannte Methose,*) die nach Fischer's Untersuchungen 4) 


4°lo soge- 





identisch mit «-Acrose = r-Fructose ist. 

Diese Resultate zeigen, dass allgemein Ketosen eine posi- 
live Seliwanoff sche Probe geben, die deshalb mit Recht den 
Namen «Ketosenreaction» fiihrt. 

Interessant ist, dass auch die d-Oxygluconsaure diese 
Reaction zeigt. Sie ist aller Wahrscheinlichkeit nach identisch 
mit dem von Boutroux 5) dureh Pilzwachsthum aus Glucon- 
siiure erhaltenen Produkt. Die Erfahrung, dass derartige bio- 
chemische Processe die Ketosenbildung bevorzugen, erfahrt in 
diesem Falle durch die Seliwanoff'sche Probe eine Be- 
stiitigung, gleichzeitig findet die von Boutroux aufgestellte 
Constitutionsformel (Ketosiiure) 

CH, - OH 

CO 
OHCH 

HC OH 


| 
OHCH 
| 
COOH 


eine Stiitze. 

Il. Die Phloroglucinreaction tritt mit Ausnahme des 
Glycolaldehyds bei allen untersuchten Substanzen ein, aber 
mit sehr verschiedener Stirke. 


1) Compt. rend. de PAcad., 126, 842 u. 984; 129, 341. 

2) Compt. rend. de l'Acad., 130, 1330 u. 1472 u. Bull. Soe. Chim., 
Paris [3], 23, 681. 

3) Ber. d. deutsch. chem. Ges., 22, 475. 

4, Ber. d. deutsch. chem. Ges., 23, 386 u. 2127. 

5) Compt. rend., 102, 924: 111. 185: 127. 1224 u. Ann. de Chimie et 
Phys.. (VI! 24, 565. 
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beun Glycerinaldehyd und der Glycerose fallt die 
Probe nur ber langem Kochen und ber Anwendung grosserer 
Materialmengen, als uiblich, positiv aus, die mit Natrium- 
hypobromit bereitete Glvcerose liisst tiberhaupt keinen Ab- 
sorptionsstreifen erkennen. 

l-Eryvthrose und i-Tetrose geben zwar eine schone 
Rosafiirbung, doch bleibt der charakteristische Absorptions- 
streifen auch bei liingerem Erhitzen und ziemlich viel Sub- 
stanz nur schwach, bet der l-Ervthrose hiiufig nur ange- 
deutet. 

Die d-Lyxose dagegen gibt genau wie die bisher unter- 
suchten Pentosen, die l-Arabinose und I-Xvlose, die Reaction 
in typischer Weise, 

Kbenso verhalten sich d-Oxygluconsiiure und Aldehyd- 
<chleimsiéure, die ja der Glucuronsiure isomer sind und 
wie diese als Pentosecarbonsiiuren aufgefasst werden konnen, 
und zwar die Aldehydschleimsiiure : 

COH 
HCH 
OHCH als eme Aldopentosecarbonsiiure 
OHCH 
HC - OH. COOH 
und die d-Oxvglaconsiure : 
CH, - OH 
CO) 
OH CH als eine Ketopentosecarbonsiure. 
He COH 
OH CH» COOH 

Die Thatsache, dass auch die Formose die Phloroglucin- 
reaction gibt, findet wohl darin eine gentigende Erklarung, 
dass  Formose cin Gemisch verschiedener synthetischer Kohle- 
hvdrate darstellt. unter denen sich auch eine Pentose betindet, 
wie Fischer?) aus den Analysen der entstehenden Osazonc 
wahrscheinlich gemacht hat. 


1) Ber. d. deutseh. chem. Ges. 21. 990. 





IV. Die Orcinreaction schliesslich fallt ber dem Glycol- 
aldehyvd und den Tetrosen absolut negativ aus. Die letzteren 
geben zwar einen griinen Niederschlag, der auch in den 
Amylalkohol mit hellgriiner Farbe iibergeht, aber der charakte- 
ristische Absorptionsstreifen ist nicht vorhanden. 

Der Glycerinaldehyd gibt dagegen die Orcinreaction 
mit derselben Schénheit wie eine Pentose. Die Griinfiirbung 
des Amylalkoholauszugs ist ausserordentlich intensiv, der Ab- 
sorptionsstreifen sehr kriiftig, so dass er bei nicht gehériger 
Verdiinnung beiderseitig verbreitert erscheint. 

Glycerose aus Bleiglyeerat verhalt: sich wie Glycerin- 
aldehyd, mittelst Natriumhypobromit gewonnene zeigt die 
Reaction schwiicher. 

d-Lyxose, d-Oxygluconsaure, Aldehydschleim- 
siiure und Formose zeigen die Orecinreaction in typischer 
Weise aus Griinden, die bei der Phloroglucinprobe — dar- 
gelegt sind. 

Die Zusammenstellung der Resultate zeigt, dass die ee- 
briiuchlichsten Farbenreactionen der Kohlehydrate nicht jene Ein- 
deutigkeit besitzen, die man ihnen bisher beigelegt hat, und 
dass deshalb bei threr Benutzung eine gewisse Vorsicht an- 
gebracht erscheint. 

Von den beiden wichtigsten Farbenreactionen. den Pen- 
tosenproben, ist die Orcinreaction eindeutiger als die Phloro- 
elucinprobe, da sie nur von den Pentosen, ihren Carbonsiiuren 
und den Triosen gegeben wird. Erstere besitzt daher vor 
der letzteren den Vorzug, den thr Ek. Salkowski auch aus 
anderen Griinden!) zuerkannt hat. 

Die mitgetheilten Ergebnisse werfen auch ein Licht auf die 
Frage, wie diese Farbenreactionen der Zucker zu Stande 
kommen, ob sie ihren Namen © Furfurolreactionen) mit Recht 
fuhren, ob die Farbstoffbildung wirklich auf einer Furfurol- 
wbspaltung beruht. 

Die «a-Naphtolprobe tritt allerdings mit Furfurol ein, die 
Orcinreaction nicht oder nur schwach: die Probe mit Phloro- 


1) Diese Zeitschrift, Bd. XXVII S. 517. 
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glucin- und die von Seliwanoff fallt absolut negativ aus. Daher 
kann Furfurol kaum am Zustandekommen dieser drei letzten 
Reactionen') betheiligt sein. Aber auch aus anderen Griinden er- 
scheint die Annahme einer Furfurolbildung durchaus fragwiirdig. 
Denn einmal ist es unverstindlich, warum unter so éhnlichen Ver- 
hiiltnissen (Behandlung mit missig concentrirten Siiuren) bald 
immer (a-Naphtolprobe), bald nur in besonderen Fillen (Phloro- 
glucin- und Orcinprobe) Furfurol entstehen soll, ferner liesse 
sich eine Bildung von Furfurol aus den niederen Zuckern 
(Glycolaldehyd und Triosen) nur gezwungen deuten. Gegen 
die Auffassung als «Furfurolreaction» sprechen auch die Be- 
obachtungen von Tollens*) und Tollens und Kriger,* 
dass die Oxycellulosen bei der Behandlung mit verdiinnter 
Salzsiiure zwar reichlich Furfurol liefern, aber keine Phloro- 
glucinveaction geben. Viel wahrscheinlicher scheint die An- 
nahme, dass die Farbstoffbildung auf einer Condensation der 
angewandten Phenole (Naphtol, Phloroglucin, Orein ete.) mit 
den Tlumussiuren beruht, die nach den Untersuchungen von 
Berthelot und André‘) aus allen Kohlehydraten entstehen. 
Fir diese Auffassung spricht auch ein Versuch von Tollens, *) 
dass dev durch Zersetzung von 500 ¢ Rohrzucker entstehende 
Humus sich mit 150 g¢ Phenol zn verbinden vermag. 


Tabellarische Uebersicht. 
fTabellarische Uebersicht 





Phloro- 





Probe mit: a-Naphtol Resorcin : Orcin 
_  glucin 
(ilycolaldehyd 2... . 9... positiv  negativ | negativ — negativ 
| 
(rlveerinaldehyd . 2.0.0... positiv. | negativ | positiv(schwach) positiv 


1, Ber den Ketohexosen kénnte man die Farbstoffbildung mit ihrem 
leichten Vebergang in B-Oxy- 8-Methylfurfurol (Ch. Ztg.. 19, 1003) in Ver- 
bindung bringen. Beim Dioxyaceton und der Ketotetrose hingegen kann 
man sie hierauf nicht zuriickfithren. 

2) Ann., 286, 301. 

*) Zeitschr. f. angew. Ch., 1896. 5. 46. 

4) Compt. rend. de TAcad.. 123, 567 u. 625 

»*) Chem. Ztg.. 11. 77. 
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Philoro- 





a-Naphtol Resorein Orem 
glucin 

| a) mit NaOBr bereitet . positiv | positiv negativ positiv 
Glycerose 

| b) aus Bleighyeerat . . = positiv positiv — positiv(schwach) = positiv 
l-Erythrose ...... . -! positiv negativ — positiv(schwach) negativ 
i-Tetrose .. . 2 « - «| positiv positiv — positiv(schwach) negativ 
d-Lyxose . positiv  negativ poOsitiy positiv 
d-Oxygluconsiure . . . . .) positiv positiv positiv positiv 
Aldehydschleimséure .. . . |) positiv . negativ posttiv positiv 
Formose ws an T pee positiy positiv positlv 

® 


Ueber den Nachweis der Bernsteinsaure. 
Von 


Carl Neuberg. 


(Aus dem chemischen Laboratorium des pathologischen Instituts zu Berlin.) 


(Der Redaction zugegangen am 16. December 1900.) 


Der iibliche Nachweis von Bernsteinsiiure beruht auf der 
Reindarstellung der Siure und = deren Identificirung durch 
Schmelzpunkt oder Verwandlung in’ das charakteristische 
Bleisalz. 

Diese Methode hat das Vorhandensein grésserer, greil- 
barer Mengen der Substanz zur Voraussetzung und versagt 
demnach ber geringen Quantitéten. 

Die Erkennung soleher liisst sich nun in sehr einfacher 
Weise auf die so tiberaus empfindliche Pyrrolreaction?) 
sriinden. 

lm Jahre 1880 zeigte C. A. Bell,?) dass Bernsteinsaure- 
mid durch Gliihen mit Zinkstaub nach der Gleichung: 


C8.—00 CH=CH, 
NH + 2Zn = 2Zn0 + | SNH 
CH,—CO CH — CH’ 


in Pyrrol tibergeht. 

Wie zu erwarten war, ergaben Versuche, dass sich 
Ammoniumsuccinat und demgemiiss L6sungen von Bernstein- 
siiure in iiberschiissigem Ammoniak genau wie Succinimid 
verhalten, do h. beim Erhitzen mit Zinkstaub Pyrrol liefern; 
dieses gibt sich in minimalster Menge dureh eine allmihlich 


1, Runge, Poegendorff’s Annalen 31, 67 


ested 


2) Ber. d. deutsch. chem. Gres. 13. 877. 
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sich vertiefende Rothfirbung zu erkennen, die es einem mit 
Salzsiure benetzten Fichtenspahne ertheilt. 

Die Empfindlichkeit dieser Reaction ist ziemlich betriicht- 
lich, da 1 cem. einer '/100-Normalbernsteinsiiure — O,0006 ¢ 
reiner Bernsteinsiiture noch die Fiirbung mehrerer Fichten- 
spihne gestattet. 

Die Anstellung der Probe ist iiberaus einfach. Man engt 
die auf Bernstemsaure zu untersuchende Fliissigkeit nach Zusatz 
von einigen Cubikcentimetern Ammoniaklésung im Reagens- 
glase auf etwa Ll ccm. ein, fiigt dann etwa 1 ¢ kiiuflichen 
Zinkstaub hinzu, der die Fliissigkeit aufsaugt und eine gleich- 
miissige Vertheilung derselben bewirkt, und gliiht. Die ent- 
weichenden Dimpfe firben dann bei Anwesenheit von Bern- 
steinsiiure, entsprechend deren Menge, Fichtenspiihne (Streich- 
hdlzer) hell- oder dunkelroth, wenn diese, mit starker Salzsiiure 
befeuchtet, in die Reagensglasoffnung gehiingt werden. Dabei is! 
die Vorsicht zu gebrauchen, die Fichtenspiihne erst nach Ver- 
treibung des iiberschiissigen Ammoniaks in die Diimpfe ein- 
zufiihren, um eine Neutralisation der Salzsiture zu vermeiden., 

Befindet sich die Bernsteinsiiure in der zu untersuchenden 
Fliissigkeit nicht als freie Saiure, sondern an Metall gebunden. 
so liisst sie sich in vielen Fiillen (Erdalkali- und Schwermetall- 
salz) genau ebenso nachweisen, wenn man statt des Ammoniaks 
Ammoniumearbonat anwendet. Ganz sicher gelingt ihre Aul- 
findung, wenn man die Umwandlung in das Ammonsalz durcl: 
Ammoniumphosphat bewirkt, indem man zu der mit Ammoniak 
uuf ein kleines Volumen eingedampften Fliissigkeit) vor Zu- 
gabe des Zinkstaubs einige Krvystalle von phosphorsaurem 
Ammonium fiigt. 

Ebenso liisst sich der Nachweis von Bernsteinsiure in 
Niederschliigen (Silbersalz) fiihren, indem man unbekiimmer! 
um etwaige feste Ausscheidungen genau nach der gegebenen 
Vorschrift verfihrt. 

Die mitgetheilte Priiftung auf Bernsteinsiiure ist ausser- 
ordentlich empfindlich und durchaus charakteristisch, solange 
keine Substanzen zugegen sind, die gleichfalls die Fichtenspahn- 
reaction geben. 
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Diese erhalf man nun unter ahnliichen Bedingungen mit 
einer Rethe von Korpern, die sich in folgende Gruppen ein- 
ordnen: 5 

 Pyrrolgruppe. 


CH CH 
Ausser Pyrrol und seinen Derivaten entwickeln 
CH\/CH 
NH 
Verbindungen mit condensirtem Pyrrolkern, wie Indol 
CH CH CH 
CHAZ\C CH CH Ne o/XCH 
und Carbazol | 
CH 4X /CH CH. /A NY CH 
CH NH CH NH CH 


sammt ihren Homologen direkt) beim = Erhitzen Diimpte, die 
einen mit Salzsiiure getriinkten Fichtenspahn réothen. Hierhin 
gehoren auch die Eiweisskérper, die ja eine Indolgruppe 
enthalten und als deren Spaltungsprodukt auch Pyrrol auftritt. 

H. Die ;-Diketone R—CO—CH,—CH,—CO—R = sowie 
’ Cu = CH ‘ . . . . * 
Kuran | “ound seine Derivate gehen beim Erwirmen 

CH = CH 
init) Ammoniak, resp. mit Chlorzinkammoniak oder Chlor- 
caleclumammoniak leicht in PyrrolabkOmmlinge tber und gaben 
dann die Fichtenspahnreaction. 

Il. Eine Reihe von Siuren geben beim Erhitzen ihrer 
Ammoniumsalze oder alsAmidosiuren direkt Pyrrol, so die 
ie _ . CH: OH—CH - OH COOH 
Schleimsiiure und die isomere Zuckersaure | 

CH - OH—CH - OH—COOH 


lily ee 
seis 


CH,—COOH 


IV. Ammoniumsalze, Amide und Imide_ eimiger 


<owle die Glutaminsiiure 


mehrbasischer Siiuren, die wie die Kérper der Gruppe Il 
Ca 

tind Ill die Atomanordnung | besitzen, liefern beim Erhitzen 
‘ (" 
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und gleichzeitiger Reduction mittels Zinkstaubs fichten- 
spahnrothende Diimpfe, so die Bernsteinsiiure, Aepfelsaure, 
Weinsiure, Asparaginsiiure, Fumarsiure, Maleinsaéure, Citronen- 
siiture, Aconitsaure, Tricarballvlsaure ete. 


V. Sehliesslich entsteht Pyrrol auch aus Hamin bein 
KErhitzen mit Zinkstaub. 

Aus der Zahl der Substanzen, welche die Pyrrolreaction 
geben, kommen fiir die thier-physiologische Untersuchung 
ausser Bernsteinsiiure nur Albumin, Hiimin und Indolderivate 
in Betracht. Aber auch bei Gegenwart dieser Korper lisst 
sich mittels der Fichtenspahnreaction die Bernsteinsiiure ein- 
deutig und scharf erkennen, da sie sich leicht von ihnen 
trennen liisst. 

Die Scheidung der Bernsteinsiiure von Albumin und 
Hiimin erfolgt am = einfachsten durch Aether, indem man das 
zu untersuchende Object 3 bis 4 mal in schwach = schwefel- 
saurer LOsung mit Aether extrahirt. Dieser nimmt zuweilen, 
wenn er alkoholhaltig ist. ausser der Bernsteinsiiure aus der 
sauren Losung etwas Hiimin auf. Dasselbe wird aber durch 
Kindampfen der vereinigten Aetherausziige unloslich; der Riick- 
stand gibt an reinen trockenen Aether nur Bernsteinsiiure ab, 
die nach Abdunsten des LOsungsmittels in minimalster Menge 
durch die beschriebene Reaction erkannt wird. 

Die Trennung von Bernsteinsiiure und Indolbasen,') die 
gleichfalls in den Aether tibergehen, kann in alkalischer LOsung 
durch Wasserdampf erfolgen, der in kurzer Zeit Indol und 
Homologe iit. fortfiihrt. 2) 

Die Erkennung von Bernsteinsiiure neben Albumin, Hiémin 
und Indolderivaten bietet um so weniger Schwierigkeiten, als 
man auf die beiden letzten Substanzen durch Herkunft, Farbe 
und Geruch des Untersuchungsobjects meist vorbereitet ist. 

Der Gang der Priifung ist folgender: 

Um die eventuell an Basen gebundene Bernsteinsiiure 


1) Indol und skatel sind sehr schwache Basen von vollkommenem 
Kohlenwasserstoffcharakter. Sie bilden wie thre Muttersubstanz, das 
Pyrrol. nur mit Pikrinsiiure ein Salz und gehen daher aus mineralsaures 
Lisung in Aether iiber. 

2) Skatolcarbonsiiure und Skatolessigsiure sind nicht mit Wasser- 
dampf fliichtig: sie kOnnen aber in Form ihrer unléslichen Nitrosoderivate 
aus der Lésung entfernt werden. (EK. Salkowski, Diese Zeitschrift, 
Bd. IX. S. 24 u. XXVIH, S. 303. M. Nencki, Wiener Monatshefte 10, 516 
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frei zu machen, siitiert man das Untersuchungsobject zunichst 
mit verdiinnter Schwefelsiiture an und schiittelt dann 3. bis 
i mal mit Aether aus. Der Abdampfriickstand der vereinigten 
Aetherausziige enthalt dann die Bernsteinsiture eventuell neben 
Indolderivaten und Spuren von Hiimin. 

Die Anwesenheit der beiden ftetzten Substanzen erkennt 
man am schnellsten daran, dass eine Probe direkt beim Erhitzen 
Indolabkémmiinge) oder nach Zusatz von Zinkstaub (Hiimin) 
die Fichtenspahnreaction @ibt. 

Kreibt sich hierber die Abwesenheit) von Himin und 
Indolderivaten, so priift man direkt mit Ammoniak und Zink- 
staub auf Bernsteinsiiure: anderenfalls miissen jene st6renden 
Substanzen zuvor entfernt werden. 

Zur ‘Trennune von Himin nimmt man den trockenen 
Aetherriickstand noch emmal mit wasserfreiem Aether auf, ! 
liltrirt und verdunstet. Der Riickstand ist jetzt frei von Hémin. 

Zur Entfernune von Indolderivaten versetzt man die 
liissigkeit mit) Natronlauge bis zur alkalischen Reaction und 
leitet kurze Zeit emen Dampfstrom hindurch. Wenn nach 
eiigen Minuten eine Probe der Fliissigkeit oder bei Verwendung 
eines Kiihlers das Destillat: keine fichtenspahnroéthenden Dampte 
mehr beim Erhitzen entwickelt, so sind Indol und Homologe 
fortgefiihrt, und man priift nun die Fltissigkeit nach Neutralis tion 
mittels Schwefelsaure und Zusatz von Ammoniak, Ammonium- 4 
phosphat und Zinkstaub auf Bernsteisiiure, 


Die beschriebene Methode zum Nachweis der Bernstein- 
<iiure ist in gleicher Weise mit festem und fliissigem Material 
ausfthrbar. thr Vorzug vor dem alten, auf Reindarstellung 
der Siure beruhenden Verfahren liegt besonders darin, dass 
sie mit ausserordentlich viel geringeren Substanzmengen aus- 
liihrbar ist. | 





M. DuMout-Sehauberg, Strassburg. 
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Kriiger, Martin, und Julins Schmid.” Der Einfluss des Caffeins und 
’.- ‘Theobromins auf ‘die Ausscheidung der Purinkérper im Harne. 

Lawrow, D.. Ueber die Ausscheidung des Antipyrins aus cee thierischen_ 
Organismas: 

Oswald, A. Zur Kenntniss des Thyreoglobulins. 

Huiskamp, W. - Ueber die Eiweisskérper der Thymusdriise. 

Kurajeff, D. Ueber das Protamin. aus. den Spermatozoen des Accipenser 
stellatus. 

Bang, Ivar. Cheinisthe . und hysicldgisehe Studien: uber -dié Guanyl- 

siure. II. Theil: Physiologische ‘Studien: -Mit vier ‘Abbildungen.: 

S., und K. Katsuyama.. Beitrige zur Kenntniss der Milchsiure- 

bildung im thierischen Organismus bei Sauerstoffmangel. 

-— Ueber den Zucker im normalen Hithnerblute. 

Katsuyama, K, “Ueber den Einfluss. eimiger harntreibenden Mittel auf 
die Ausscheidung vor Alkalien im‘ Harne. © IL.  Mitthetung. : 

Steudel, H. Die Constitution des Thymins. 

Salkowskl, KE. Ueber die Paranucleinsiure aus: Casein ena 

Schulz, Fr. N., und.J. Mainzer. Ueber den Verlauf der Phosphorsiure- 
ausscheidung beim Hunger. 

Bénech, are und Fr. Kutseher,. Die’ Oxydationsprodakte des Arginins. 
EL, Mittheilung. 

Levene, P. A., Ueber das Ichthulin. des Stockfisches. 
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Hoppe- -Seyler's Zeitschrift fir ks aiotigineke Chemie: 

‘ erscheint in Banden zu 6 Heften, jedes zu ungefahr 5—6 Bogen. Die. 
Hefte erscheinen in) Zwischenriumen von I—2 Monaten. « Die in dieser 
pi toch go pub enden Arbeiten’ werden, wenn nicht der~ grosse 





Manuskriptsendungen an den Herausgeber von Hoppe- 


Seyler’s Zeitschrift fiir physiologische Chemie sind vom 


1. April an nach Heidelberg (Physiologisches Institut, 


Akademiestrasse 3) zu richten. 





95 ce 0 Da oS BA OR PBT 


A AS AE SI Ti AT NE 





Auf vielfachen Wunsch hat sich die Verlagshandlung entschlossen, 


fiir die Besitzer von Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fiir physiologische Chemie 
vom 31. Band ab elegante 


Hinbanddecken in Halbfranz 


herstellen zu lassen, welche zum Preise von Mk. 1.25 durch alle Buch- 


handlungen zu beziehen sind. 


@eee78060 
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BESTELLSCHEIN. 


Von der Buchhandlung | 


bestelle ich hiermit: 


1 Einbanddecke 2u Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fiir physiologische 
Chemie, 31. Band, zu Mark 1.25. 














Umfang derselben es unthunlich. ‘erscheinen ae pets “in der Rejhen- 
folge, in’ welcher sie der Redaction; oder dem Verléger ‘zugehen, auf- 
genommen, das Datum des: Kinlaufé wird beaeichnet yad beim. Schloss 
jedes Heftes die noeh nicht zur: Publication gelangten, aber. einger nen 
Arbeiten’ angegeben. “Hereits. in anderen Zeitschriften. veréifertlichte 
Arbeiteri'‘sowie Relerate® iiber bereits publicirte Arbeiten: werden nicht 
~ aufgenommen:: 


Das Honorar betrast flir den. Druckbogert 25 Mk. Von jeder Arbeit 3 


weaiee dem Veptacner 2a Separat-Abdriicke, gratis selisert 
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Verlag von - KARL J, . TROBNER it a Strassburg. 
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_ Soeben ‘erechien: 


1 i ne r y a 
“JAHRBUCH DER GELEHRTEN, WELT. 


HERADSGEGRBEN 


VON: 


Dr. x. ‘TRUBNER, 
ZEMUNTER JAHRGANG. ~ 


-1900—1901. 


“Wir DEM BILDSIS VON WITH, CONRAD RONTGEN; puoradion AN DER 
UNIVERSITAT MUNCHBN, RADIERT VON JOH. LINDNER. IN MONCHEN. 4 


- 168, XXVIH, 1244 Seiten, Preis in Halbpergament gebunden M. 10.—. 





—ay" 





Dieses Jahrbuch stellt sich diz Aufgabe, natheutinahe Aufechiiase zu ovat tiber 
. die. Organisation und das. wiseenschaftliche Personal aller Universitaten. der- five? sowie 
aller technischen und landwirtschaftlichen, Hochschulen, ferner- aber sonstige wissen--' 
schaftliche Institute: Biblietheken, Archive,’ archiologis¢he ‘und. naturwissenschaftliche 
- Museen; - Sternwarten, gelebrie Gesellschaften etc, Ein vollstindiges Register tiber - 
ca, 82000 Namen yermiglicht vs, die Adresse und das Amt: jedes’ einzelnen »Gelehrten-» 
festzustellén. Die imtensi vas internationalen Beziebungen auf wiesenschaftlichem Gebiet 
haben das Jahrbuch hervorgerufen und ibm bereits éine -weite Verbreitung “gesichert. 
Der cn: ist seinerseits bemiiht, es mit Jedom Jahr weueaanot zu géstalten. 





t 


(L—V. Jahrg. heranageg, von Dr. Ri Kukuta und K. Prabuer: VI. a vil von K. Trilbner; ; 
Vail. und IX. von Dr. K. Tribner und Dr. F. Mentz.) 


I. Jahrgang 1891—1892: 160. VI, 859 S. geb. M. 4.—, 


, Beschrankt sich auf eine Zusammenstellung des’ tibeindien Personals der Haupt- 
universitaten der Welt. 


I. Jahrgang 1892— 1893. | Mit dem. Bildnis Theodor Mommsen's 
radiert von W. Krauskopf.:.160. VI, 827 S. geb. Ms 7.+- 
If. Jahrgang 1893—1494. - Mit dem Bildnis L.. Pasteur’ s, radiert yon 
HH.” Manesse. * 16°: XVI; 861 S. geb.-M. 7.—. 
IV. Jahrgang 1894—1895. ‘Mit dem Bildnjs Lord Kelvin’ . radiert yon. 
_ Hubert Herkomer. . 160. XVI, 930-8. geb. M, 8,--. 
V. Jahrgang 1895 — 1896. Mit der Bildnis G. V. Schiaparelli’s, radjert 
> --ven Oreste Silvestri... 160. XIX, 989 S. ‘» geb: M. Bi, 
VI. Jahrgang 1896—1897. Mit dem Bildnis. M..J.de Goeje’ s, radiert von 
«Therese Schwartze.. “160, XX{V, 1082S. - geb. M. 9.—. 
VIL. Jahrgang 1897—1898. Mit dem Bildnis Fridtjof Nansen’s, radiert 
. von Joh. Nordhageri. 160. XXIV, 1130-S.. « ~. ~_geb: M..10.—. 
VEER. Jahrgang 1898-1899. Mit dem Bildnis von F. Fi Martens,- ra- 
diert: von Joh. Lindner, : 160: XXIV, 1155 S. geb. M. 10.—. 
IX. Jahrgang 1899-4900. *Mit dem’ Bildnis von Charles W. Eliot, 
‘radiert von Joh. Lindner:. 16°. “XXXII, 1200 S. geb. M, 10.— 
es. Preis der Jahrginge 1—1X (statt’M@, 73.—) ave W. 52.—. 


Die in den Jahrgingen U--X enthaltenen Bitdnisse Kupfer-Radierungen) kanes. 
guih's sinzelo im Papierformat 27(33-cm, bezogen werden. ~ Lush Blatt att a 
































“ee pea be EN Z Pt AG 
iasaiteps:: _ Eine refche. Damé, welche sci aa ste 
Dr, Nicholson's Kitnethiche Ohrfrommein vonSchwerhbrigkelt Jond , 
Ohren-ansen “gehealt wotden ist, hat ¢cinem Institut-ein fiesehenk é oo 
yorn'’25,000 Mark :fibermacht, damit ‘plc he tapbe und schwerkifige pa PLY 





Pergonen, welche nicht che Mittel bexitzon, ‘sich die Ohrtronimetit, 4 ' 
“eu yerke hatfen, dicsetben: utsanst erhalten kdnnen, . Briefe/wolle © 8 6 5 

man adressiren: No. 2050. Das. Inatitas: Wideless, We Nees 
nlongoott.” Gunnersbary, London, Ww. chs rule 
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Nesta von KARL, 4. ‘raexER in  Stainers; 
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-HOPPE-SEYLER'S. ZEITSCHRIFT : gee 
fiir - ‘4 
PHYSIOLOGISCHE OHEMIEZ- aA 


unter Mitwitkung vou 


- Prof, G. v. Bunge in Basel, Prof: Eahit- Fischér. in ‘Berlin, Prof. 6. 
‘Hammarsten in-Upsala;, Prof. Fo Hofmeister in Strassburg, Prof. G. 
Hoppe-Seyler in Kiet, Prof. Hifmer in Tiibingen, Prof. Huppert in 
Prag, Prof. 'Jaffé in Kénigsherg, Prot. Eo Lud wig-in Wien; Prof. Nencki~ 
in St. Petershurg, Prof, oA, Pekelharmg m Utreeht, Prok f. Salkowskr — 

an Berlin, Prof, ¥. S¢hulz Le in Givich und: Prof. HH, T hierfetder: bet Ager lant 


herausgegeben von.’ is ' 
4 + K ee Pains >’ 


A, Kossel, 


Prdfessor der Physiologie in Marburg, git fy 
XXXI. Rand 1900-1901, M 12.—- ih Halbfranz ‘uebuirden Mt M1 Fay" 


Sach= und Namen-Register- aut “Band T— IV und Band. V-VBL, 
' Preis A.M. 2.—. F 
Saeh- und Namen-Register zu xaos IX—XVI. 
_ <. Preis’ M. Bsr. 
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